ISSN 0073-9855
RIALAG6

Comemoracao do
Centenario da Descoberta da
Doencga de Chagas

e

Centenario da Descricao da
Leishmaniose Tegumentar Americana

Secretaria de Estado da Saude de Sao Paulo

INSTITUTO ADOLFO LUTZ

REVISTA DO

Volume 69 suplemento 1, 2010

GOVERNO DO ESTADO DE SAO PAULO
SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE



Governo do Estado de Sao Paulo
Secretaria de Estado da Saude
Coordenadoria de Controle de Doengas
Instituto Adolfo Lutz

REVISTA
DO
INSTITUTO ADOLFO LUTZ

Publicagao semestral/Bi-annual publication
Solicita-se permuta/Exchange desired

ISSN 0073-9855

Volume 69 suplemento 1, 2010

2010



INSTITUTO ADOLFO LUTZ

Diretor Geral do Instituto Adolfo Lutz
Marta Lopes Saloméo

Editor Chefe
Luis Fernando de Macedo Brigido

Editor Adjunto
Domingas Maria Aparecida Grispino Vieira Torres

Editores Assistentes
Adele Caterino-de-Araujo
Adriana Bugno
Luciana Juncioni de Arauz
Luzia Setuko Umeda Yamamoto
Maria Helena Tha
Marcia Liane Buzzo
Marcia Bittar Atui
Neuza Kasumi Shirata
Nucleo de Acervo
Rocely Aparecida Bueno Moita

REVISTA DO INSTITUTO ADOLFO LUTZ
(Secretaria de Estado de Saude)
Séo Paulo, SP - Brasil, 1941

1941-2010,
2010, 69 Suplemento 1

ISSN 0073-9855
RIALAG

(*) ASSOCIACAOQ PAULISTA DE BIBLIOTECARIOS. Grupo de Bibliotecarios Biomédicos.
Normas para catalogacao de publicagdes seriadas especializadas, Sdo Paulo, Ed. Poligono, 1072.

Os artigos publicados na REVISTA DO INSTITUTO ADOLFO LUTZ séo indexados por Abstracts on Hygiene and Communicable Diseases,
AGRINDEX, Analytical Abstracts, Bibliografia Brasileira de Medicina Veterinaria e Zootécnica, Biological Abstracts, Chemical Abstracts, Food
Science and Tecnology Abstracts, Index Medicus Latino-americano, LILACS SP: Saude Publica, Microbiology Abstracts, Sumarios Correntes
Brasileiros, Toxicology Abstracts, Tropical Diseases Bulletin, Virology Abstracts e outros.

Acesso on line / on line access. Texto integral / full text. http://www.ial.sp.gov.br

Endereco / Address

Biblioteca do Instituto Adolfo Lutz

Av. Dr. Arnaldo, 355 - Sao Paulo / SP - Brasil

01246-902

Tel/Fax: (11) 3082-9939 - Email: rial@ial.sp.gov.br / rial@saude.sp.gov.br



SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE

Comemoracao do
Centenario da Descoberta da
Doenca de Chagas

e

Centenario da Descricao da
Leishmaniose Tegumentar Americana

Programa de Pés Graduagao - CCD - Av. Dr. Arnaldo, 351 - 1° Andar - Sala 126 - CEP 01246-900 S&o Paulo-SP - Fone: (11) 3066-8791 Fax: (11) 3066-8355

posgraduacao@saude.sp.gov.br



Secretario de Estado da Saude
Dr. Luiz Roberto Barradas Barata

Coordenadora da Coordenadoria de Controle de Doencgas
Dra. Clelia Maria Sarmento de Souza Aranda

Diretora do Instituto Adolfo Lutz

Comissao Organizadora

Antonio Marcos de Apparecida Levy
Cezar Mendes de Assis

Helena Hilomi Taniguchi

José Eduardo Tolezano

Roberto Mitsuyoshi Hiramoto

Comissao Cientifica

André Gustavo Tempone Cardoso
Antonio Marcos de Apparecida Levy
Cezar Mendes de Assis

Helena Hilomi Taniguchi

Jose Eduardo Tolezano

Mirthes Ueda

Roberto Mitsuyoshi Hiramoto

Secretaria

Eleane La Rosa Garcia
Natalia Nicodemus Orico
Rosana Cantini Tolezano

Monitoria

Alessandra Gutierres

Débora Picango Aureliano
Gabriela Bastos Cabral

Luana Portes Ozério Coelho
Sabrina de Bastos Alves da Silva

Dra. Marta Lopes Saloméao

Comissao da Exposicao Tematica
Carlos Roberto Elias

Elizabeth Visone Nunes Westphalen
Julia T.U. Yoshida

Katia C.S.Rodrigues

Luciana Juncioni de Arduz

Luiz Eloy Pereira

Maria de Fatima Lereno de Araujo
Pedro Antonio Federsoni Junior
Sansao da Rocha Westphalen
Silvana Campos da Rocha Calixto

Nucleo de Informatica (Tecnologia da
Informacgéao, Midias Digitais e Cibercultura)
Ernesto Figueiredo

Mario Medeiros

Patricia Abreu

Valdevi Duarte

Comunicagao Visual
Sylia Rehder (Nucleo de Comunicagéo da CCD)

Apoio

Telemedicina - Faculdade de Medicina/USP/SP
Antonio Roberto de Souza Ferreira

(Secao de Fotomicrografia do IAL)



Comemoracao do
Centenario da Descoberta da
Doenca de Chagas

e

Centenario da Descricao da
Leishmaniose Tegumentar Americana






Em 2009, o Brasil e toda a comunidade cientifica celebrou os centenérios da descoberta da doenca
de Chagas e da descri¢ao da leishmaniose tegumentar americana no Estado de Sao Paulo.

Durante estes 100 anos, a contribuicao dos pesquisadores e das instituicdes de pesquisa do Estado de
Sao Paulo em relagao a doenga de Chagas foi decisiva na geragdo de novos conhecimentos que se somaram
a tantas outras contribui¢des advindas de pesquisas realizadas no Brasil e no exterior. Mediante o combate
aos vetores, o desenvolvimento de técnicas e os reagentes que aperfeicoaram o diagnostico e o controle da
transmissdo e a realizagdo do tratamento especifico, chegou-se hoje a situagdo de controle dessa parasitose
em terras paulistas.

Em 30 de margo de 1909, Adolpho Lindenberg relata o encontro de corptsculos, com aspectos de
leishmania, examinando amostras de uma lesao recente de paciente da regiao oeste do Estado de Sao Paulo,
identificando, assim, o agente da moléstia conhecida como botdo do Oriente. Cabe destacar que no mesmo
artigo, o professor Lindenberg afirma que: “Nao se tardarda em conhecer o vetor desse protozoario que,
certamente, sera um inseto’. Conquanto imensos progressos tenham sido feitos na area de patogénese, da
imunologia e do tratamento, os avangos no controle desta infecgdo ainda sao lentos. O padrao da transmissao
da doenca vem se alterando, e a terapéutica ainda deixa muito a desejar, tornando-se urgente apressar a
transferéncia dos conhecimentos hauridos na pesquisa basica para a aplicada.

O Instituto Adolfo Lutz, nesta comemoragao, objetivou homenagear os cientistas e os profissionais
dos Hospitais, Institutos de Pesquisa e Universidades paulistas, dos mais variados escaldes, que contribuiram
e continuam contribuindo para o combate dessas doengas.

Para tanto, organizou o evento: “O Instituto Adolfo Lutz comemora o centenario da descoberta da
doencga de Chagas e da descrigao da leishmaniose tegumentar americana”. Este encontro possibilitou reflexoes
sobre o estado atual e as perspectivas de avancos nos estudos dessas duas parasitoses.

Especial énfase deve ser registrada a parceria com a area de Telemedicina — Disciplina de Informatica
Médica do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, e a total
disponibilidade do Prof. Dr. Chao Lung Wen e sua equipe.

Com este evento inauguramos no ambito do Instituto Adolfo Lutz e mesmo da Secretaria de Estado
da Saude, a utilizagdo dessa nova e revoluciondria estratégia de teleconferéncia que, certamente, deixara
frutos e possibilitard avancos entre os servigos técnicos e cientificos do IALutz e da satde publica paulista.

Em relacdao a comunidade do IALutz, grande envolvimento e entrosamento de todos os niveis
hierarquicos e dos varios setores na organizagao deste encontro, revelou ser possivel a comunhao de diferentes
perfis com grande produtividade.

O temadrio deste evento incluiu diferentes aspectos e linhas de pesquisa e servico com a participagao
de renomados técnicos e cientistas de diferentes areas de atuagdo e diferentes instituicoes.



A edic¢ao deste fasciculo especial da Revista do Instituto Adolfo Lutz juntamente com um video
institucional contendo entrevistas com cientista paulistas, registro de memoria viva, que fizeram parte da
histdria recente da gera¢ao de conhecimentos sobre a leishmaniose tegumentar e a doenca de Chagas, foram
dois dos produtos resultantes deste evento. Este fasciculo é dedicado @ memdria do Dr. Marcelo Osvaldo
Alvares Corréa, Médico e Pesquisador Cientifico, falecido em marco de 2010, que, no Instituto Adolfo Lutz,
construiu uma das mais edificantes paginas da satide publica paulista.

Como Médica Sanitarista e Diretora do Instituto que leva o nome de Adolfo Lutz, outrora também
Diretor do Instituto, e que, entre tantas descobertas, foi precursor no estudo dos tripanossomatideos e vetores
das leishmanioses, colaborando indiretamente com Carlos Chagas, Adolpho Lindenberg e outros, manifesto
a satisfa¢ao pessoal com a realizagao deste evento.

Marta Lopes Salomao
Diretora Geral
Instituto Adolfo Lutz



Necroldgio

Dr. Marcelo Oswaldo Alvares Corréa
e sua trajetoria cientifica
1917 - 2010

Marcelo Oswaldo Alvares Corréa nasceu em fevereiro de 1917, em Santos, Sdo Paulo. Educou-se em Sdo
Paulo, formando-se em Medicina, na Universidade de Sao Paulo, em 1940. Desenvolveu atividades técnico-cientificas,
administrativas e didaticas no Instituto Adolfo Lutz, a partir da década de 40, onde permaneceu em atividade até
meados da década de 80, com fungdes de Biologista, Médico, Pesquisador Cientifico do Estado de Sao Paulo, e cargos
de Chefe da Segao de Parasitologia e Diretor Técnico de Divisdo da Diretoria de Microbiologia e Diagnéstico. Durante
mais alguns anos, voluntariamente, continuou no Instituto Adolfo Lutz, mesmo apds sua aposentadoria, contribuindo
com sua imensa bagagem técnico-cientifica, critica e convivéncia.

Exerceu, ainda, a fun¢do de Assistente Extranumerario na Clinica Médica do Hospital das Clinicas de Sao
Paulo, na década de 40. Colaborou em trabalhos cientificos e didaticos de varias instituicdes do Brasil e da China.
Participou de varias comissoes cientificas, nacionais e internacionais. Recebeu o Prémio “Adolfo Lutz” de Ciéncias
Biolégicas, Bioquimicas e de Satde Publica, por seu trabalho “Estudos sobre a Leptospirose wolffii em Sao Paulo’,
e mengdo honrosa pelo trabalho sobre “Leptospiroses: aspectos clinicos e laboratoriais registrados no Hospital de
Isolamento “Emilio Ribas” em Sao Paulo”.

Participou de cursos de extensdo, com aulas e palestras sobre leptospirose. Orientou estagiarios de nivel
superior para o aperfeicoamento cientifico e profissional. Colaborou em livros como: “Doencas Infecciosas e
Parasitarias’, com os capitulos “Leptospirose Humana” e “Leptospiroses”. Apresentou trabalhos em congressos
nacionais e internacionais, bem como proferiu palestras, conferéncias, semindrios, simpodsios, mesas redondas,
com publicagdes sobre leptospiroses, isosporoses, Trichostrongylideos, Meloidogyne sp, amebiases, esquistossomose
mansonica, toxoplasmose, leishmanioses e doenga de Chagas.

Estudou a agdo de diversas drogas antiparasitarias em diferentes doses e vias de administragdo. Realizou
diversos inquéritos epidemioldgicos. Desenvolveu métodos para obten¢ao de antigenos e sua utilizagao em diagndstico
soroldgico, assim como novas técnicas para o diagndstico parasitoldgico. Avaliou tratamento para diversas parasitoses
utilizando hidrato de piperazina para enterobiase e ascaridiase, assim como, tetramisole e forma levogira do tetramisole
para a ultima; a ineficacia do 6xido estanhoso, e, por via oral, cloridrato de Miracil D associado a 6xido estanhoso
para esquistossomose mansoOnica; tetraciclina, tetraciclina associada a 5,7-diiodo-8-hidroxiquinolina, bi-cloridrato
de dialil-dietil-aminoetil fenol (camoform) para amebiase intestinal; ditiazanina para estrongiloidose e tricocefalose
humana; glicobiarsol para tricurose e levamisole, em pacientes portadores de Trichostrongylideos.

Estudou o método de Rugai, Mattos e Brisola na pesquisa de larvas de nematoides nas fezes. Realizou inquéritos
epidemioldgicos em Sao Paulo e em outros estados brasileiros, verificando a incidéncia de verminoses, entoparasitos
e protozooses; leptospiroses humanas, murinas, equinos, caninas e suinas. Os dados acima demonstram a grande



contribui¢do do Autor na implantacdo e aperfeicoamento dos servigos de Parasitologia e Leptospiroses em Satude
Publica, no Instituto Adolfo Lutz, em Séo Paulo e no Brasil.

O Dr. Marcelo participou ativamente da Comissao de Estudos da Leishmaniose do Departamento de Saude
do Estado de Sao Paulo, no periodo de 1939 a 1941, sob a Coordenagdo do Prof. Samuel Barnsley Pessoa, nessa época,
Diretor do Departamento de Parasitologia, da Faculdade de Medicina, da Universidade de Sao Paulo. Este foi o tempo
de trabalho desta Comissdao de Estudos que, por razdes de ordem politica e ideoldgica, foi extinta em junho de 1941,
exatamente no momento em que numerosas investigacoes, entre as quais as primeiras tentativas de “vacina¢iao com
suspensdes mortas de formas promastigotas de Leishmania braziliensis” estavam em andamento.

Desses ensaios de vacinagdo restaram apenas as informacoes iniciais dando conta da utilizagdo dessa “vacina”
em cerca de 1500 pessoas de areas endémicas. As analises preliminares indicaram resultados promissores. Entre suas
atribui¢des e responsabilidades, cabia ao Dr. Marcelo a obtengao de antigenos de Leishmania brasiliensis por agao do
ultra som, que foram utilizados em intradermoreagao e, também, produgao dos antigenos candidatos a vacina.

O Dr. Marcelo morreu em 3 de margo de 2010. Por todos que o conheceram e com ele conviveram sera lembrado
como homem de profunda fé, de vasta cultura, dedicado a familia e a Ciéncia. Médico de competéncia reconhecida,
amigo leal e um cidadao de inigualavel capacidade para o exercicio da solidariedade, ao longo de sua vida e, até pouco
antes de adoecer, o Dr. Marcelo praticava voluntariamente trabalho solidario de atendimento a instituicdes beneficentes,
utilizando para isso seus periodos de justo descanso e finais de semana.

O Dr. Marcelo era reconhecido por todos como a memoria viva de acontecimentos e fatos marcantes da Sad-
de Publica paulista, profundo conhecedor e estudioso da trajetoria do Pesquisador e Cidadao Adolpho Lutz. Com o
falecimento do Dr. Marcelo, ultimo remanescente da Comissdo de Estudos em Leishmaniose no Estado de Sao Paulo,
encerra-se definitivamente um ciclo importante de descobertas e discussoes desta Comissao.

Nés, do Instituto Adolfo Lutz, que tivemos o privilégio de compartilhar com ele, por anos, atividades profis-
sionais no campo da Parasitologia, tivemos ainda a oportunidade tnica e tltima de registrar em video parte dessa
prodigiosa memdria, particularmente aquela relacionada a sua atuagdo por décadas de trabalho, estudos e pesquisas
em leishmaniose tegumentar. Esse registro esta disponivel na home page do Instituto Adolfo Lutz - http://www.ial.
sp.gov.br -, icone: Langamento Video Centendrio - “Relatos & Fatos — A Histéria em Construgao da Pesquisa em Saude
Publica” Trata-se de video realizado com a finalidade de celebrar os centenarios da descoberta da doenga de Chagas e
da descrigao da leishmaniose tegumentar americana, 1909-20009.

Cezar Mendes de Assis',
Maria Conceigao Rodrigues?,
Helena Hilomi Taniguchi',
Rosana Cantini Tolezano',
José Eduardo Tolezano!

1 - Centro de Parasitologia e Micologia do Instituto Adolfo Lutz
2 - Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo - cmdeassis@yahoo.com.br
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Programa do Encontro

Dia 12/05/2009

8h30
Solenidade de abertura

9h - 9h50

Conferéncia:

Contextualizagéo da Doenga de Chagas e da Leishmaniose Tegumentar na Histéria da Saude Publica
Coordenador: Dra. Helena Hilomi Taniguchi (Instituto Adolfo Lutz/SES)

Dr. José Eduardo Tolezano (Instituto Adolfo Lutz/SES)

10h - 12h

Mesa Redonda:

Doencga de Chagas e da Leishmaniose Tegumentar

Coordenador: Dra. Gerusa Maria Figueiredo (CCD/SES)

“Vigilancia Epidemiolégica” — Dra. Ruth Moreira Leite e Dra. Lisete Lages Cruz (CVE/SES)
“Reservatorios Naturais” — Dra. Helena Hilomi Taniguchi (Instituto Adolfo Lutz)

“Controle de Vetores” — Dra. Dalva Marli Valério Wanderley (Sucen/SES)

12h - 13h30

Exposicéo sobre Centenario
Projecdes

Centro de Memoria IAL - Anfiteatro IAL
Almocgo

13h30 - 15h20

Mesa Redonda:

Clinica e Tratamento

Coordenador: Dr. Antonio Marcos de Apparecida Levy (Instituto Adolfo Lutz)

“Doenga de Chagas” - Dr. Abilio Augusto Fragata Filho (Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia/SES)
“Leishmaniose Tegumentar” - Dr. Marcos Vinicius da Silva (Instituto de Infectologia Emilio Ribas/SES)

15h20 - 16h10

Conferéncia:

“Doencga de Chagas e Leishmaniose Tegumentar”

Coordenador — Dr. Roberto Mitsuyoshi Hiramoto (Instituto Adolfo Lutz)
Dra. Maria Irma Seixas Duarte (Faculdade de Medicina/USP)

ENCERRAMENTO DO DIA



Dia 13/05/2009

8h30 - 9h20

Conferéncia:

Leishmaniose e Doenga de Chagas: Perspectivas em um Mundo em Transformagao
Coordenador: Dr. José Eduardo Tolezano (Instituto Adolfo Lutz)

Dr. Jeffrey Jon Shaw (Dep.Parasitologia/ICB/USP)

9h30 - 11h20

Mesa Redonda:

Diagndstico Laboratorial

Doencga de Chagas e Leishmaniose

Coordenador: Dra.Vera Lucia Pereira Chioccola (Instituto Adolfo Lutz)

“Diagnostico Parasitolégico da Doenga de Chagas’- Dra. Maria de Fatima Lereno de Araujo (Instituto Adolfo Lutz)
“Diagnéstico Sorologico da Doenga de Chagas” - Dr. Antonio Walter Ferreira (Instituto de Medicina Tropical/USP)
“Diagnostico Soroldgico e Parasitoldgico da Leishmaniose Tegumentar”- Dra. Aparecida Helena Souza Gomes
(Instituto Adolfo Lutz/Sorocaba)

“Diagnostico Molecular’ Dra.Lucile Maria Floeter-Winter (Dep. Fisiologia/Instituto de Biociéncias/USP)

11h30 - 13h30

Exposi¢céo Sobre Centenario

Projecdes

Centro de Memoria do IAL - Anfiteatro 1AL
Almocgo

13h30 - 16h10

Mesa redonda:

“Pesquisa atuais em Doenga de Chagas e Leishmaniose Tegumentar”

Coordenador: Dr.José Eduardo Tolezano (Instituto Adolfo Lutz)

“Desafios na Pesquisa e Desenvolvimento de Farmacos para Doengas Negligenciadas”

Dr. André Gustavo Tempone Cardoso (Instituto Adolfo Lutz)

“Saliva de Flebotomineos na Infecgéo e Controle de Leishmania” - Dra.Marcia Dallastra Laurenti (Dep.Patologia/
Faculdade de Medicina/USP)

“Hemocitos de Triatomineos” - Dr. Antonio Marcos de Apparecida Levy (Inst. Adolfo Lutz)

“Eventos no Ciclo Celular de Trypanosoma cruzi’- Dra.Maria Carolina Quartim Elias Sabagga (Instituto Butantan)

ENCERRAMENTO
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CONTEXTUALIZAGCAO DA DESCOBERTA DA DOENGCA DE CHAGAS E DA DESCRIGAO DO AGENTE
ETIOLOGICO DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA NA HISTORIA DA SAUDE PUBLICA
José Eduardo Tolezano, Antonio Marcos de Apparecida Levy - Pesquisadores Cientificos Instituto Adolfo Lutz

A partir da segunda metade do século XIX, inicia-se na Europa e nos Estados Unidos um periodo de grande
efervescéncia politica, intelectual e social, em decorréncia do fim de impérios mercantilistas e uma nova divisdo do
mundo ocidental.

Ao mesmo tempo, sao introduzidos novos paradigmas sobre a origem de varias doengas:

» Demonstragao cientifica de modelos de propagacao das doengas por microrganismos através da realizacao de
ensaios de especificidade etioldgica resultantes dos processos de “criagéo experimental de doengas”. Os expoentes
desse periodo, identificados com precursores dessa linha de pensamento sdo Robert Koch e, principalmente,
Louis Pasteur. Trata-se da génese da microbiologia e do inicio de grandes turbuléncias com o pensamento
médico predominante de entao;

* Demonstragédo da participagcao de insetos na veiculagéo de patégenos para os animais e para o homem, tais
descobertas fortaleceram as pesquisas que objetivavam confirmar a existéncia de vetores animais na transmissao
de doencgas. Destacam-se os relatos de Leuckart & Melnikoff, na transmissdo da ténia do cdo pelo piolho
(Trichodectes canis) que infesta esse animal; de Manson, sobre a possibilidade de mosquitos como transmissores
de elefantiase na China; Ross sob orientagdo de Manson, na participagdo de mosquitos na transmissao da malaria
e, principalmente, a confirmagé&o da teoria esbogada pelo pesquisador cubano Carlos Finlay e por ele apresentada
em Washington, em 1881, na Conferéncia Sanitaria Internacional, segundo a qual o agente causal da febre
amarela seria transmitido pelo mosquito Aédes aegypti, 0 que somente viria a ser confirmado apds longo periodo
de descrédito, em 1900, pelos estudos empreendidos por Walter Reed, também em Cuba. O expoente dessa
linha de pensamento especifico € Patrick Manson, identificado como inspirador da escola de medicina tropical.

O inicio deste periodo € marcado pela busca quase frenética de microrganismos como agentes causais de
doencgas, de seus transmissores alados,

especialmente dos insetos sugadores de sangue e de alternativas terapéuticas para tratamento e prevengao
de doengas, especialmente, apds a comprovagao do sucesso da vacina contra a raiva, o que favoreceu de forma
definitiva o surgimento da nova era biomédica e da medicina experimental.

O senso de urgéncia acima referido dizia respeito a necessidade de responder rapida e objetivamente as
demandas de saude com o desenvolvimento e aplicagdo de conhecimentos gerados a partir de pesquisas cientificas
sobre 0s agentes infecciosos, seus vetores e sobre estratégias de controle e cura de doencas. Esse periodo marca o
inicio da institucionalizagao das pesquisas na area da saude. Por decisédo de autoridades governamentais e segmentos
mais esclarecidos e instruidos das sociedades europeias foram criados os Institutos de Pesquisa, cuja agao diferiria
daquela praticada nas Universidades, entdo existentes ha mais de dez séculos, principalmente pela urgéncia dos
resultados, sendo forte o carater publico de suas atividades.

No Brasil, a virada do século XIX para o século XX é marcada pela abolicdo da escravatura, pela proclamagao
da Republica, pela imigracao, pelo avango do capitalismo industrial e das reformas urbanas. Numerosos inventos vao
se incorporando a vida dos brasileiros. A Capital Federal e a cidade de Sao Paulo perdem suas feigdes provincianas e
se maquiam de metrépoles civilizadas. Tais modificagdes nao teriam sido realizadas sem que fossem ideologicamente
sustentadas pelos avangos da medicina e do pensamento médico, no nosso caso da medicina tropical. Por aqui
também é o periodo da institucionalizagcdo das pesquisas e da organizagao do servigo sanitario.

A medicina do fin du siécle supde as ideias do iluminismo e positivismo, trazendo em seu bojo as ideias do
evolucionismo e do cientificismo para a pratica dos trabalhos e do ensino médico. Era preciso educar a populagao
para novos habitos, reformar as cidades, pois 0 caos urbano era o responsavel pelas epidemias. A teoria que
predominava, até entdo, nos meios médicos e em varios segmentos da sociedade era a teoria miasmatica, segundo
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a qual as doengas eram transmitidas por miasmas que se originavam do ar fétido e cujo cheiro de podre traduzia-se

em doengas da populagcédo. Aqueles pensadores dividiam-se entre os “contagionistas”, para quem as doengas se

davam pelo contagio com outra pessoa doente ou com os objetos por ela utilizados, e os “infeccionistas”, para os
quais a infecgao se propagava por substancias animais e vegetais podres que exalavam os “miasmas maérbidos”.

Esta teoria sofreria abalo que se tornaria definitivo a partir de 1877, quando, Louis Pasteur, na Franga, concluiu
os estudos que revelaram que certas doengas eram transmitidas por pequenos seres vivos, os microbios, langando,
assim, a teoria microbiana de doengas.

O alvorecer do século XX traz uma série de outros avangos nas doengas tropicais em terras brasileiras. Os
cientistas brasileiros n&o ficaram distantes das ideias que circulavam na Europa. Adolpho Lutz, Oswaldo Cruz e Emilio
Ribas estavam entre aqueles que rapidamente aderiram “a onda da baciloscopia” e da experimentacdo como forma
de comprovar a origem de algumas doencgas epidémicas, principalmente depois que o pesquisador cubano Carlos
Finlay, em 1881, propds a tese que incriminava mosquitos como transmissores da febre amarela. Assim:
 Em 1899, Oswaldo Cruz, vindo do Rio de Janeiro, é acolhido por Ribas, Lutz, Vital Brazil, Victor Godinho, Eduardo

Lopes e Luiz Faria para identificar e, rapidamente, combater a peste em Santos;

«  Em 1902, apds a emergéncia de um grande surto de febre amarela na zona cafeeira de Ribeirdo Preto, Emilio Ribas
pode superar as resisténcias locais quanto a teoria da transmissao vetorial da doenca, impondo as medidas de
controle: isolamento dos doentes; desinsetizacdo domiciliar; destruicdo dos criadouros dos mosquitos; realizagao
de obras de drenagem de rios, canalizagao de cérregos e coleta de lixo como forma de reduzir a densidade dos
mosquitos. Nessa mesma época, Ribas e Lutz aproveitam para realizar experimentos para a comprovagao da
transmissao vetorial da febre amarela, atuando eles mesmos, mais um assistente e trés imigrantes italianos,
como cobaias que se deixaram picar por mosquitos que anteriormente haviam picado doentes;

 Em 1903, Adolpho Lutz descreve a transmissdo da malaria em areas florestais;

« Em 1905, Carlos Chagas € indicado por Oswaldo Cruz e, em trés meses, controla um surto de malaria que
grassava entre trabalhadores da usina hidroelétrica que a Companhia Docas de Santos fazia construir na Serra
de Santos. Carlos Chagas foi o cientista que primeiro apontou os mosquitos domésticos como vetores da malaria
e que a transmissédo seria de carater domiciliar, inaugurando, nesse episédio, a profilaxia da doenga com base
na luta contra os anofelinos adultos no interior das moradias;

« Em 1907, Adolpho Lutz e Vital Brazil descrevem a presenca de Trypanosoma equiperdum como agente do
“‘mal de cadeiras” ou “quebra bunda das cadeiras” em equinos de Sao Paulo e do Para. Lutz conclui ainda que os
transmissores deste patégeno eram moscas (tabanideos) e que capivara deveria atuar como reservatorio natural;

 Em 1908, Alphonso Splendore descreve a toxoplasmose em coelhos, quase simultaneamente a descrigdo do
parasita feita por Nicolle e Manceaux em um roedor da Tunisia;

*  No mesmo ano de 1908, Adolpho Lutz descreve a paracoccidioidomicose;

*  Também em 1908, Piraja da Silva assinala a presenca de esquistossomose no Brasil.

Aseguir, em 31 de margo de 1909, na Revista Médica de Sdo Paulo é publicado um editorial apresentando
os trabalhos com a comprovacgao laboratorial da presenga de Leishmania como agente causal da ulcera de
Bauru, a leishmaniose tegumentar americana, descrita simultanea e independentemente realizada por Adolpho
Lindenberg, do Instituto Bacterioldgico, e Antonio Carini e Ulysses Paranhos, do Instituto Pasteur. Ambos
reconheceram tratar-se do mesmo “micrébio” descoberto anos antes por Wright, na moléstia chamada de botéo
do Oriente observada no Egito.

Em 14 de abril de 1909, Carlos Ribeiro Justiniano Chagas, trabalhando em Lassance, Minas Gerais,
realiza aquele que, mesmo hoje, cem anos apds a sua descoberta, é reconhecido como um dos mais importantes
feitos da ciéncia brasileira, a descoberta da tripanossomiase americana, conhecida como a doenca de Chagas.
Caso Unico na histéria da medicina em que o mesmo pesquisador descreveu o inseto vetor, um novo protozoario
agente etioldgico e o ciclo da doenga. Como reconhecimento de seu trabalho, Chagas recebeu quatro indicagdes
ao prémio Nobel de Medicina.
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No contexto daquele cenario, 100 anos atras, prevalecia na atuagéo dos cientistas brasileiros:

* Aincorporacao dos principios da escola pasteuriana e da introducdo da medicina tropical mansoniana no
ensino médico;

* Ansercdo numa “rede de relagbes” com os mais importantes pesquisadores, principalmente, alemaes,
franceses e ingleses;

* Apartir do reconhecimento politico e publico, a capacidade de influir junto aos governos estaduais e federal para
a implantacado de uma nova forma de pensar a formulacao e execucao de politicas publicas para a recuperagao
e preservagao da saude, como parte de um modelo de desenvolvimento;

* O entendimento da saude como um bem coletivo com reflexos em todos os segmentos da sociedade;

» O desenvolvimento das pesquisas dentro dos Institutos Publicos de Pesquisa com financiamento oficial;

* A necessidade de contribuigdo inovadora no entdo emergente campo da medicina tropical e nos estudos das
doencgas transmitidas por insetos. Na maioria das vezes, os resultados alcangados trataram ndo apenas da
descrigao de novas doengas, mas desnudaram a verdadeira realidade sanitaria e social do interior brasileiro.

Como heranga desse periodo brilhante, os pesquisadores do século XXI deveriam nortear suas pesquisas
pelo equilibrio entre a independéncia do pensamento na busca de novos conhecimentos e tecnologias e o retorno
cientifico para as demandas da saude publica.
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DOENGA DE CHAGAS - ANTIGOS E NOVOS DESAFIOS DE UMA DOENGA CENTENARIA
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Divisdo de Zoonoses - Centro de Vigilancia Epidemioldgica “Prof. Alexandre Vranjac” — Secretaria de Estado da
Saude de Sao Paulo

Resumo: Revisao bibliografica de artigos publicados na literatura, e de material produzido pelas autoridades sanitarias
responsaveis pelo controle da Doenga de Chagas em Sao Paulo, no Brasil e no mundo. Essas fontes justificam a
importancia da vigilancia epidemioldgica dos casos agudos da Doenca de Chagas neste momento em que ja foi
atingido o controle da transmissao pelo Triatoma infestans, porém, apontam para novos problemas que a vigilancia
epidemioldgica tera que enfrentar, cuja solu¢ao ainda n&o esta tdo bem estudada. Apresenta, ainda, a necessidade
de implantagdo da vigilancia de pacientes coinfectados com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), porque
podem apresentar reativacdo da doenga, o que também se verifica em outros casos de imunossupressao, como
nos transplantados. Discute-se ainda a necessidade de registro dos casos com a forma indeterminada e crénica da
doenca para fins de planejamento e previsdo de medicamentos necessarios.

Palavras-chave: Chagas, vigilancia epidemioldgica, controle entomolégico, cardiopatia chagasica, benznidazol,
Consenso Brasileiro em Doenga de Chagas

Introducao

A doenca de Chagas é uma infecgao parasitaria crénica sistémica causada pelo Trypanosoma cruzi. Em
20 a 30% dos individuos infectados, a doenga resulta em cardiopatia severa ou megaesé6fago/megacélon. Um
grande numero de reservatorios vertebrados e insetos triatomineos participam da cadeia de transmissao, o que
torna impossivel a erradicagéo da doencga. A doenga continua a representar um risco a saude de aproximadamente
28 milhdes de pessoas, principalmente na América Latina (do México até Américas Central e do Sul, incluindo 21
paises). A estimativa do numero de pessoas infectadas varia de 16 milhdes a 7.694.500. A estratégia de controle é
baseada na vigilancia entomoldgica, triagem sistematica de doadores de sangue em paises endémicos, detecgéo e
tratamento de transmisséo congénita e tratamento de criangas infectadas e casos agudos’.

O Brasil recebeu o certificado internacional de eliminacéo da transmisséo domiciliar da doenga de Chagas pelo
Triatoma infestans em 2006, depois de um esforgo extra para eliminagao de alguns focos residuais de infestagdo em
alguns estados do Nordeste. E obrigatéria a triagem sorolégica para doenga de Chagas em todo o sangue utilizado
para transfusao no territério nacional. Ja é feita a detecgao de transmissao congénita. O tratamento de criangas e
casos agudos tem sido realizado regularmente. O controle de transmissao vetorial da doenca de Chagas no estado
de S&o Paulo ocorreu ainda antes, em meados da década de 1970%. Em margo de 2000 na IX Reunido da Comissao
intergovernamental para eliminagéo de Triatoma infestans, instalada na fundacédo Oswaldo Cruz, no Rio de Janeiro,
o Estado de Sao Paulo recebeu a certificagdo de eliminacao do T. infestans e da interrupcéo da transmissao vetorial®.

Mais recentemente, houve a emergéncia de doenca de Chagas por transmissao oral, principalmente na
regido Amazdnica, regido nao considerada endémica para Chagas anteriormente. Isto representou mais um desafio
para o controle da doenga, porque as técnicas e instrumentos utilizados anteriormente nao se aplicam nos casos de
transmisséo oral*.

Portanto, ainda restam tarefas importantes a enfrentar, como: manter a transmissao sob controle, avaliar e
controlar o risco de reinfestagédo por vetores secundarios, controlar o risco de transmissao por transfusdo em locais
onde a doenga nunca foi endémica, necessidade de melhores técnicas de diagndstico e previsdo de evolugéo da
doenca; vencer as limitagoes das drogas existentes para tratamento, desenvolvimento de novas drogas, progressos
em técnicas e instrumentos para tratamento de doencga cardiaca e digestiva.
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Muito tem sido publicado em relagdo a vigilancia entomolégica da doenga de Chagas. No entanto, sédo
escassos os estudos sobre a enfermidade humana e a vigilancia epidemioldgica. O controle da doenga sempre foi
baseado no controle do vetor, ja que a doenga é frequentemente assintomatica ou oligossintomatica e os casos
cronicos nao refletem condigdes de transmissao no momento em que séo diagnosticados. No entanto, no Estado de
Séo Paulo em que o controle vetorial ja esta em fase de consolidagéo, a triagem do sangue é feita universalmente e
a transmissao esta praticamente interrompida (dados do ultimo inquérito sorolégico em criangas abaixo de 5 anos,
ainda ndo publicados). E necessario encontrar diretrizes e metas que permitam uma vigilancia epidemiolégica eficiente
da doenga, com uma boa relagao custo/beneficio.

Material e Métodos

Foram pesquisados os termos doenga de Chagas, vigildncia e tratamento através da rede mundial de
computadores (Internet). Foram analisados sites das instituicdes governamentais voltados para controle de doengas
de notificagdo compulséria, material de orientagcdo produzido pelas agéncias sanitarias nacionais e internacionais
responsaveis pelo controle da doenga de Chagas e outras publica¢des relativas ao assunto. Foi utilizado, ainda, o material
distribuido aos gerentes estaduais do Programa de Controle da doenga de Chagas resultantes do trabalho desses
gerentes em seus respectivos estados e, também, pela Coordenagéo Nacional do Programa, no Ministério da Saude.

Resultados

“Durante quase quarenta anos, depois da sua descrigio inicial, a doenca de Chagas permaneceu como
entidade um tanto confusa quanto ao seu quadro clinico e importancia médico-sanitaria. Ainda que a forma aguda da
doenca ja estivesse bem definida, a forma crdnica, tal como era descrita pela Escola de Manguinhos, confundia-se
com outras patologias, notadamente o bécio endémico, cujo agente causal Chagas afirmava ser o T. cruzi, a despeito
das evidéncias contrarias™.

Em 1913 ou 1914 foram descobertos os primeiros doentes no estado de Sdo Paulo®. Coube a Bayma (1913),
e logo depois a Carini e Maciel (1914), a descoberta e da infecgcdo humana entre nés, por meio da coleta de sangue
de jovens e inoculagdo em cobaios para posterior exame anatomo-patolégico de amostras dos tecidos. Detectada
a infecgéo de pessoas na regido de Ribeirdo Preto era necessario conhecer a distribuicdo dos transmissores, o que
foi feito por Carini e Maciel (1914) e de maneira mais consistente por Gomes (1918)’. Isso se deu ainda na regiao
de Ribeirdo Preto, sendo os casos associados com a expansao da fronteira agricola (producéo de café). Até 25
anos depois da descoberta tinham sido descritos apenas 34 casos agudos da doenga, sendo 29 no Brasil. Em 1941,
Rosenfeld e Cardoso conseguiram reunir apenas onze casos descritos em Sao Paulo.

Isso mostra a dificuldade de identificagdo dos casos na forma aguda, o que persiste até hoje. A comprovacéo
de um caso agudo de doenga de Chagas s6 pode ser feita com o exame parasitolégico (em gota espessa, com
enriquecimento ou hemocultura). A sorologia e o xenodiagnéstico ndo séo suficientes para comprovar um caso agudo
da doengad. Além disso, logo ficou patente que a proporgéo de doentes com a forma aguda era muito pequena perto do
numero de doentes cronicos. Havia, ainda, uma dificuldade muito grande em se associar a infecgéo pelo Trypanossoma
cruzi aos quadros crénicos da doenga, em que a parasitemia € muito baixa ou até inexistente. A caracterizagéo da
doenca feita inicialmente por Carlos Chagas, que incluia o bocio endémico como caracteristica da doencga, também
prejudicou a caracterizagado do quadro crénio e a avaliagdo da verdadeira magnitude do problema em termos de saude
publica. Foi em 1935 que Cecilio Romana fez a efetiva caracterizagdo da parasitose com dimensées continentais. E
havia pouco a fazer em relagcéo a transmissao, dadas as condi¢des precarias em que vivia a populagao rural.

Com o aparecimento do inseticida residual DDT (depois da segunda Grande Guerra) e do BHC, em 1948,
tornou-se factivel propor a vigilancia e o controle entomoldgicos do principal vetor da doenca de Chagas, o Triatoma
infestans. Inicialmente, isso foi feito em conjunto com a Campanha da Erradicacdo de Malaria. Depois, o controle
passou por outras fases, atingindo finalmente a atual fase de consolidagdo®. Ainda que a intervengao direta do homem
tenha sido significativa na interrupgcéo da transmissao natural, ela também se deve a outros fatores: o desenvolvimento
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econdmico e social, 0 aumento da renda per capita no meio rural, a melhoria da habitagdo e saneamento, a elevagao
do nivel de escolaridade da populagéo e o uso de inseticidas, além do éxodo rural™.

No inicio do século XX, com a descrigdo de uma reagao soroldgica (fixagdo de complemento) por Machado
e Guerreiro, tornou-se possivel fazer inquéritos sorolégicos. De 1968 a 1972 foi feito inquérito sorolégico em Minas
Gerais, incluindo escolares de 5 a 14 anos, entre os quais foram coletadas 50.000 amostras. E de 1975 o projeto de
um mapa da distribuigdo nacional dos casos de doenga de Chagas. De 1990 a 1999 foi feito um inquérito amostral,
incluindo todas as faixas etarias, em que se constatou uma maior porcentagem de positividade em pessoas com
70 anos e mais (7,64%). Esses dados ja mostravam uma redugéo da contaminagédo de novos casos, que deveriam
aparecer entre criangas, com um predominio de doentes crbnicos, com faixas etarias mais avangadas.

Em 1987, Julio Litvoc'? estudou atestados de ébito do ano de 1987, encontrando que a doencga de Chagas
foi responsavel por 0,90% dos 6bitos daquele ano, dado que mantinha a cifra de 1977. O calculo de anos potenciais
de vida perdidos revelou 1,1% para doenga de Chagas, em comparagéo com 2,4% para insuficiéncia coronariana,
demonstrando a importancia relativa da forma crénica da doenca na morbimortalidade no Estado de Sao Paulo.
Segundo a OPAS'3, seriam em torno de 3 milhdes de casos de doenga de Chagas no Brasil, do Maranhao ao Rio
Grande do Sul. Segundo o Relatério do Grupo de Trabalho Cientifico sobre doenga de Chagas, atualizado em 2007,
seriam 7.694.500 pessoas infectadas, representando uma reducéo de 50% em relagdo a 1990. O numero de novos
casos por transmissao vetorial seria de 41.200 por ano (7,775 por 100.000) e o nimero de casos novos de doencga
de Chagas congénita, por ano, seriam 14.285. Esses dados sao referentes aos 21 paises considerados endémicos.

Tabela 1. Alteragdes nos paradmetros epidemioldgicos e redugdo na incidéncia de doenga de Chagas devido a
interrupgéo de transmissao: 1990, 2000, 2006

Parametros epidemioloégicos 1990 2000 2006
Obitos anuais > 65.000 21.000 12.500
Casos de infecgdo humana 30 milhdes 18 milhdes 15 milhdes
Novos casos por ano 700.000 200.000 41.200
Populagéo sob risco 100 milhdes 40 milhdes 28 milhdes
Numero de paises 21 21 21

Fonte: TDR/PAHO/WHO

Apesar dessa importancia notoria da doenga no Brasil, e nos outros paises da América Latina e do Caribe,
0 numero de casos humanos é apenas uma estimativa. Isso se explica porque o doente ndo é, em geral, fonte de
infeccdo para novos casos (a parasitemia nos casos cronicos é baixa)'®. Além disso, nao existia (e ainda nio existe)
tratamento especifico eficaz'®, os doentes eram (e sédo), em geral, pessoas de baixo extrato sécio-econémico e a
doenca ndo acomete pessoas de paises desenvolvidos, exceto, mais recentemente, com os casos isolados adquiridos
por transfusdo de sangue. E esta soma de fatores que faz da doenga de Chagas uma das doencas classificadas
como negligenciadas, ao lado da leishmaniose, da doenga do sono, da esquistossomose, entre outras.

Avigilancia entomoldgica e o controle dos vetores se revelaram extremamente eficazes para o controle da doenca.
Somados ao reforgo de urbanizagao da populagéo rural e a melhoria das condi¢cdes de habitagdo no Estado de Sao
Paulo, tiveram como resultado a auséncia praticamente absoluta de sorologias positivas para doenca de Chagas em
menores de 5 anos no ultimo inquérito. Com o decorrer do tempo, desde o controle da transmissao vetorial, passamos
a nao ter mais mulheres em idade fértil portadoras do T. cruzi, o que praticamente eliminou também a transmissao
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vertical da doenca. Paralelamente a isso, foi implementada a triagem do sangue, que se tornou praticamente universal
no Brasil a partir da década de 1980, levando a eliminagao quase completa da transmissao por esta via. Estima-se que
a soropositividade em bancos de sangue em Sao Paulo oscile entre 0,5% e 2% e que entre 12% a 20% dos receptores
de sangue infectado adquiram a doenca'. Isto passou a representar mais recentemente um problema nos paises
ndo endémicos devido aos fluxos migratérios. Também assumiram importancia as reativagdes da doenga de Chagas
decorrentes de imunodeficiéncia (como no caso dos pacientes co-infectados HIV e Chagas) e de transplantes.

Quando o desafio do controle da transmisséo parecia vencido, assumem importancia as outras formas de
transmissao, como oral e por transplante. E esses casos s6 podem ser identificados com a vigilancia epidemioldgica,
ndo mais exclusivamente a entomoldgica'®. Isso ndo quer dizer que a manutencao da vigilancia entomoldgica nesta
fase de consolidacdo ndo seja importante. E um duplo desafio imenso. Apesar da forma aguda da doenca de Chagas
ja ser de notificagdo compulséria em Sao Paulo ha mais de uma década, foi em 2006 que o Ministério da Saude
editou uma portaria tornando a notificacao obrigatéria em todo o territério nacional'®. A notificagéo é feita através do
mesmo sistema utilizado para as outras doengas de notificagdo compulséria (SINAN), um sistema informatizado de
notificacéo e investigagdo on-line, implantado no Brasil a partir de 1998. Este sistema depende da notificacdo dos
municipios que, por sua vez, depende dos médicos que diagnosticam a doenca. E importante lembrar que nunca
se deu muita énfase ao diagnoéstico e tratamento da fase aguda da doenga de Chagas porque, mesmo quando a
transmissao vetorial domiciliar era intensa, a descoberta de um caso agudo sintomatico ja era um evento muito raro.
As novas geracgdes de médicos, principalmente no Estado de Sdo Paulo, onde a transmissé&o vetorial esta controlada
desde meados da década de 1970, tiveram noticia da existéncia de casos agudos de doencga de Chagas quase como
se fosse um folclore. Portanto, a chance de se fazer um diagndstico, exceto em casos pertencentes a um surto de
casos de transmisséo oral ou em transplantados, € muito pequena.

Os casos agudos da doenga, até a implantagdo do SINAN para Chagas, eram objeto apenas de publicagbes
com relato de caso. Desde 2005 (quando doenga de Chagas aguda passou a ser notificada de forma mais consistente
através do SINAN), temos registrados apenas 5 casos de doenga aguda em Sao Paulo: 1 caso do surto de Santa
Catarina em 2005; 2 casos em 2006 (uma crianga com transmissao provavelmente vetorial no municipio de Itaporanga
e um caso por transplante de 6rgédo em Ribeirdo Preto); 1 caso em 2007 por transplante; e 1 possivel caso congénito,
ainda em investigagao, na cidade de Sao Paulo (mae proveniente de outro estado). A vigilancia desses casos agudos
nao tem se traduzido em medidas de controle da doenga como ocorria no passado em relagdo ao vetor ou como se
verifica no caso de surtos de casos agudos. Nao se consegue, por meio da notificagado desses casos agudos isolados,
nenhum indicador da presenga de transmisséo no local. Quando o vetor responsavel pela maior parte da transmissao
era intradomiciliar, o controle dos vetores era capaz de controlar a doenga. Agora que os vetores responsaveis seriam
0s que participam do ciclo silvestre da doenga, e 0 homem é um participante ocasional, ndo existe uma correlagao
estreita entre a ocorréncia de um caso agudo e as medidas a serem adotadas em relagéo ao vetor.

O tratamento também representa um desafio a parte. Varios autores tém demonstrado, em ensaios clinicos,
o efeito do tratamento especifico na fase cronica recente (criangas abaixo dos 15 anos de idade), com uma eficacia
maior do que 60% mediante provas soroldgicas e parasitolégicas como critérios de cura. Nos ultimos 15 anos, tem sido
observado um aumento do uso de outras técnicas para demonstrar mais precocemente a cura parasitologica. Uma
delas € uma reducao significativa da concentragédo plasméatica de p-seletina (molécula de ades&o), a soroconversao
negativa de anticorpos contra antigenos do estagio tripomastigota F29, F2/3, AT24 e as técnicas parasitologicas,
como PCR. Isto permitiu que as autoridades de saude publica dos paises endémicos introduzissem alteragbes nas
orientagdes para tratamento especifico da infecgéo por T. cruzi, aplicando o tratamento através dos servigos de saude.
O nifurtimox (1972) e o benznidazol (1974) sédo aceitos praticamente por todas as autoridades como quimioterapia
especifica contra T. cruzi. Essas drogas comecaram a ser usadas para fase aguda e, mais tarde, para fase cronica
em populacao infantil e jovem. A meta do tratamento especifico é eliminar o parasita para reduzir a probabilidade de
desenvolver patologia cardiaca ou digestiva.?’ Por outro lado, junto as agéncias internacionais sdo encontrados varios
trabalhos em andamento sobre diagnéstico, tratamento e critérios de cura, incluindo alguns realizados no Brasil e
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até mesmo em Sao Paulo. Esses trabalhos visam a esclarecer o papel do benznidazol, que sempre foi considerado
totalmente ineficaz fora da fase aguda e de eventuais reativagdes, além de ser potencialmente téxico, especialmente
em adultos. A partir desses trabalhos, e também das agdes adotadas pela ONG “Médicos sem Fronteiras” em paises
da América do Sul e Caribe, ja foram alteradas algumas recomendacgdes para tratamento dos chagasicos. Atualmente
se considera obrigatério o tratamento dos agudos, aconselhavel o tratamento de crénicos na forma indeterminada,
especialmente se for recente (< ou igual a 18 anos), e aceitavel o tratamento da forma crénica com comprometimento
organico inicial, especialmente em protocolos de pesquisa clinica. Ainda é necessario pesquisar novas formas de
se fazer o controle de cura para que se possa realmente avaliar a eficacia dos diversos tratamentos. O tratamento
de pacientes com formas crbnicas sintomaticas avangadas com benznidazol é bastante discutivel e ndo existem
trabalhos controlados a respeito. Considerando que existe apenas um laboratério produtor deste medicamento no
mundo, situado no estado de Pernambuco, seria interessante saber qual seria o publico alvo desta medicacgéo.

Discussao

Identificados os novos desafios propostos por esta doenca, resta determinar qual seria a tarefa da vigilancia
epidemioldgica nesse enfrentamento. Nao se questiona a importancia de manter a vigilancia sobre possiveis casos agudos
da doenga, que podem indicar a existéncia de surtos (transmissao oral), que exigem intervengéo imediata, ou mesmo a
“ponta do iceberg” de uma transmissao vetorial por espécies silvestres ou semidomiciliadas. Também n&o se discute a
necessidade de se expandir a vigilancia para os coinfectados Chagas e HIV, dado que essa combinagéo pode levar, e tem
levado, a reativagcao da doenca. Esta vigilancia acompanha a fase de consolidacao do controle entomoldgico, em que se
descreveram novos nichos ecoldgicos do vetor e dos reservatorios. A discussao € em torno da necessidade de estender
a vigilancia aos casos em forma indeterminada, principalmente os “recentes” (menos de 18 anos desde a transmisséo).
Com a comprovacéo, através de estudos multicéntricos controlados, de que é possivel retardar o aparecimento do
acometimento de 6rgaos internos, tipicos da fase crénica da doencga, por meio do tratamento parasitoldgico dos portadores,
principalmente quando isso ocorre menos de 12 anos depois da contaminacéo, fica estabelecida a necessidade de ser
fornecido medicamento especifico para esse nimero ainda desconhecido de portadores da doencga de Chagas.

Conclusao

Cem anos depois da descoberta da doenca de Chagas, e trinta depois do controle da transmissao vetorial
domiciliar da doenga no estado de Sao Paulo, ainda temos desafios a serem vencidos, tanto em relagcado aos
vetores quanto em relagéo ao controle da doenga. Em relagdo aos vetores, temos pela frente a tarefa de manter as
residéncias livres dos triatomineos, tanto os domiciliados quanto aqueles que possam vir a se domiciliar, em virtude
das transformacgdes do meio ambiente provocadas pelo homem. Em relagdo aos casos agudos, temos que manter o
diagndstico presente no diagndstico diferencial dos médicos, principalmente em areas onde a doenga ja foi endémica,
para que algumas vidas néo sejam perdidas desnecessariamente. Quanto aos casos em forma indeterminada, o
desafio sera encontrar tratamentos que possam curar, ou pelo menos adiar, ou evitar, o desenvolvimento das formas
cronicas da doenca. E o desafio que enfrentam todas as doencgas negligenciadas, devido ao pequeno lucro previsto
para um medicamento a ser consumido pelas pessoas mais carentes dos paises menos desenvolvidos e, além
disso, destinado a um nimero que se espera, constantemente, decrescente de pacientes. E o desafio da intervengéo
ativa em uma doencga negligenciada que tem uma tendéncia natural a desaparecer com o tempo, a medida que os
portadores forem envelhecendo e morrendo.
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VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA NO ESTADO DE SAO PAULO
Lisete Lage Cruz. Médica pediatra e sanitarista da Divisdo de Zoonoses do Centro de Vigilancia Epidemiolégica
“Alexandre Vranjac” da Secretaria de Estado da Saude de Sao Paulo

Introducao

As leishmanioses sédo consideradas zoonoses parasitarias que se caracterizam por diversas manifestagoes
patoldgicas, expressas nas suas formas clinicas e na sua gravidade. Estao, segundo a Organizagdo Mundial de
Saude, entre as seis doengas tropicais de maior relevancia mundial.

No final do século XX, observou-se um aumento da prevaléncia das leishmanioses.

Histérico

ALTA é considerada autéctone do continente americano, mas nao do territério nacional. No Brasil, ha relatos da
doenca desde 1827. No Estado de Sao Paulo, a populacéo inicialmente acometida era constituida por trabalhadores
rurais. As primeiras descricbes da doenga no estado sdo datadas de 1895. Em 1905, iniciou-se a construgéo da
estrada de ferro Noroeste do Brasil. Em 1908, observa-se uma epidemia de LTA entre os operarios da estrada de
ferro. Posteriormente, a doenga expande-se para as areas de desmatamento, destinadas a construgao de estradas
de ferro, plantagédo de café e criagdo de vilas residenciais na regiao da Alta Sorocabana e Alta Paulista. Depois do
ciclo de expanséao do café em Sao Paulo, diminui o interesse pela LTA, os autores da época consideravam que, uma
vez cessada a derrubada de mata, haveria o desaparecimento de casos novos.

A partir de 1957, temos a detecgéo da transmissao da LTA na regido do Vale do Ribeira, sendo esta uma das
areas mais estudadas.

Nos ultimos anos, houve uma reducgéo significativa da area de floresta no estado de Sao Paulo. Os surtos da
doenca ja ndo ocorrem somente em areas onde se processam desmatamento, construgado de estrada e instalagao
de frentes de trabalho. Hoje temos ocorréncia da doenga em areas antigas de transmissao, e no restante de mata,
provavelmente por causa de modificagdes introduzidas no meio ambiente pelo homem.

Situagao epidemiolégica

A Leishmaniose Tegumentar Americana é endémica no Estado de S&o Paulo, ocorrendo quase exclusivamente
em zonas rurais. A transmissao € caracterizada pela ocorréncia de casos esporadicos. Surtos epidémicos sao
caracteristicos de algumas regides geralmente ligados a ocupagao do solo por novas areas de plantio ou invasao de
mata por extensao urbana. A epidemiologia da LTA vem adquirindo novos aspectos, de acordo com a regiao onde
a doenca ocorre.

O numero médio de casos autdctones por ano varia de 300 a 400, o que corresponde ao coeficiente de
deteccéo de incidéncia de 1,0 a 1,5 por 100.000 hab.

Em relagéo a forma clinica, 80% dos casos sdo da forma cutanea. Em relagéo a distribui¢cao por faixa etaria,
a frequéncia é maior na faixa etaria produtiva, acima dos 15 anos e no sexo masculino. Em relagao a incidéncia
por municipio, as principais regides de transmissao sdo Vale do Ribeira, Sorocaba, Aragatuba, Presidente Prudente
e Caraguatatuba.

O percentual de cura tem variado de 70 a 80%, porém chamam atencdo os casos de o6bitos durante e
apos tratamento.

Conclusao

Entender a influéncia do processo de urbanizagéo e desenvolvimento agropecuario na ocorréncia da doenga
podera contribuir para o conhecimento dessa zoonose. A LTA compde o elenco de prioridades definido no Pacto
pela Saude, Plano Estadual e Municipal, porém é uma zoonose negligenciada. A vigilancia epidemioldgica apresenta
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deficiéncias nas articulagdes interinstitucionais MUNICIPIO - VE/GVE- SR/SUCEN; o preenchimento inadequado
das fichas de investigagao impossibilita a determinacao do local provavel de infecgcéo; o tempo entre a suspeita e a
notificacdo do caso é muito longo e outras atividades relacionadas ao controle de doengas de transmissao vetorial
sdo priorizadas, em detrimento da investigacao e controle de foco de LTA.
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RESERVATORIOS NATURAIS DOS AGENTES ETIOLOGICOS DA DOENCA DE CHAGAS E DA LEISHMANIOSE
TEGUMENTAR AMERICANA

Helena Hilomi Taniguchi, José Eduardo Tolezano

Instituto Adolfo Lutz — Nucleo de Parasitoses Sistémicas

hhtaniguchi@uol.com.br

A epidemiologia da doen¢a de Chagas e da leishmaniose tegumentar americana (LTA) caracteriza-se
pelo envolvimento de protozoarios digenéticos da familia Trypanosomatidae, respectivamente Trypanosoma cruzi
e diferentes espécies de Leishmania como agentes etiologicos. Estes parasitas incluem em seus ciclos de vida
hospedeiros invertebrados chamados de vetores ou transmissores e hospedeiros vertebrados, estes ultimos podendo
atuar como reservatoérios naturais desses tripanossomatideos.

Conceitua-se como reservatorio natural ou fonte vertebrada de infecgao a espécie animal que, na natureza,
€ passivel de transmitir um determinado parasito para outros seres vivos, no caso dos tripanossomatideos para os
vetores (invertebrados) dentro dos ciclos naturais de transmissao do patégeno considerado ou para outros hospedeiros
vertebrados em ciclos denominados alternativos, entre os quais transmissao transfusional, oral, congénita e por
compartilhamento de seringas entre usuarios de drogas etc' 3.

A incriminacao de uma espécie como reservatorio do T. cruzi e/ou Leishmania depende de alguns fatores:
(i) suscetibilidade do hospedeiro vertebrado ao parasita; (ii) sobreposigéo da distribuicdo geografica e temporal do
hospedeiro coincidente com a do parasito e dos vetores; (iii) presenga do mesmo parasita no hospedeiro reservatério
e no homem; (iv) elevada prevaléncia de infec¢do entre subpopulagdes de hospedeiros (jovens e adultos, machos e
fémeas, por exemplo); (v) “infectividade” do hospedeiro reservatorio natural infectado; (vi) sobrevivéncia do hospedeiro
por tempo suficiente para garantir a transmisséo do parasita*®.

Trypanosoma cruzi circula naturalmente no ambiente silvestre entre mamiferos de diferentes grupos, tais
como preguicas (Bradypus sp, Choloepus sp), morcegos, roedores, marsupiais (Didelphis sp), primatas (Callithrix),
tatus (Dasypus novemcinctus) e triatomineos (Hemiptera, Reduviidae, Triatominae), seus hospedeiros invertebrados
gue atuam como os vetores, principalmente os pertencentes aos géneros Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus®.

Se para o agente etioloégico da doenga de Chagas admite-se a existéncia de uma Unica espécie T. cruzi,
com linhagens variantes, para os agentes causais das leishmanioses os taxonomistas assumem a existéncia de
diferentes espécies.

Em relacédo a Leishmania, reconhece-se cerca de 30 diferentes espécies em todo o mundo, a quase totalidade
delas identificadas como parasitas de animais silvestres e, menos frequentemente, de animais domésticos.

Nas leishmanioses considerando-se a complexidade da interacdo parasita-hospedeiro-vetor, que inclui
diferentes espécies de parasitas, hospedeiros e vetores nas diferentes regides geograficas, em que a parasitose é
conhecida e, em fungéo das constantes modificagdes na feicao paisagistica, faz-se necessario esclarecer que um
reservatorio primario, em dada regido, pode atuar como secundario em outra regiao ou em diferentes periodos do ano.

Assim, no Brasil para a LTA s&o identificados como principais agentes etioldgicos’:

o Leishmania (Leishmania) amazonensis, transmitida por Lutzomyia flaviscutellata na regido norte, a alta incidéncia
de infecgdo em roedores do género Proechimys (rato do espinho), P. guyanensis na regiao norte e P. iheringi na
regido sudeste os incrimina como reservatoérios primarios, enquanto outros animais silvestres (Philander opossum,
Didelphis marsupialis e roedores terrestres) desempenham o papel de reservatdrios secundarios;

e Leishmania (Viannia) braziliensis, embora tenha sido a primeira espécie descrita como agente etiolégico
da LTA, até hoje, pouco se sabe em relagdo aos reservatérios primarios e/ou secundarios desta espécie. Em
diferentes regides do pais ja foi isolada de roedores silvestres e sinantrépicos, marsupiais, e, também, de animais
domeésticos como céaes, gatos e equideos; Lutzomya intermedia, Lu. whitmani, e Psychodopygus wellcomei tém
sido incriminados como vetores.
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e Leishmania (Viannia) guyanensis, a transmissao ocorre na copa das arvores na floresta amazoénica entre os
flebotomineos (Lutzomyia umbratilis e Lutzomyia anduzei) e animais arboricolas, Choloepus didactylus (Preguica)
e Tamandua tetradactyla, incriminados como reservatoérios primarios desta espécie, enquanto marsupiais Didelphis
marsupialis tem papel secundario na transmissao.

Em relacdo ao estudo de reservatérios ndo humanos de Leishmania, no Estado de Sdo Paulo, muito pouco
se conhece. Embora existam alguns registros a partir da década de 60, ainda, ndo se conseguiu caracterizar os
reservatorios silvestres primarios ou, ao menos, as fontes ndo humanas responsaveis pela infeccdo humana®2.

A maioria das espécies de Leishmania tem sido considerada como, primariamente, parasitas de animais
silvestres e, menos frequentemente, de animais domésticos. Com poucas excegdes, as leishmanioses sdo doengas
zoonoticas' 4,

O envolvimento de animais silvestres como reservatérios de Leishmania na LTA foi inicialmente comprovada
pelo encontro de roedores silvestres naturalmente infectados no Panama™. A partir de entéo, importantes e numerosos
achados de novas espécies de Leishmania, de vetores e de hospedeiros vertebrados silvestres e domésticos foram
decisivos para a definicdo de um complexo quadro epidemioldgico da LTA. Nessa estrutura é possivel reconhecer
diferentes ciclos de transmissao em que podem estar presentes e participantes espécies de flebotomineos incriminadas
como vetores primarios, além de outras, atuando como vetores secundarios. O mesmo pode ser dito em relagao
aos reservatorios naturais como possiveis fontes primarias, normalmente mamiferos silvestres e outras, podendo
desempenhar um papel secundario na manutencao e perpetuagao do parasita na natureza.

Em areas endémicas para as leishmanioses nas Américas, dentre as dezenas de espécies de mamiferos
silvestres encontradas naturalmente, infectadas por alguma espécie de Leishmania, predominam roedores, marsupiais,
edentados, poucos primatas e carnivoros'®.

Entre os animais domésticos, os caes em particular, podem atuar como fontes de infecgdo tanto de T.
cruzi quanto de algumas espécies de Leishmania para espécies de transmissores que colonizam no ambiente
peridoméstico e doméstico.

Outro grupo de animais, os sinantrépicos, Didelphis sp, Rattus spp, Euphractus sexcinctus, que se aproximam
do domicilio ou peridomicilio a busca de alimentos também constituem importantes reservatérios, quer em relagao
a Trypanosoma cruzi, ou a Leishmania spp.

Os resultados de investigagdes por nés realizadas, em diferentes regides do Estado de Sao Paulo, revelaram
a alta circulagao desse grupo de protozoarios entre os animais silvestres capturados, T. cruzi foi isolado de Philander
opossum, 13,4% (19 de 142); de Proechimys. Iheringi, 16,1% (22 de 137); de Didelphis aurita, 4,2% (1 de 24) e de
Oxymycterus incanus 20,0% (2 de 12). E interessante observar que a parasitemia ndo é constante, muitas vezes, o
animal infectado revela-se positivo em uma coleta e quando recapturado, pode resultar negativo ao xenodiagndstico'.

No Estado de Sao Paulo, também foram identificados alguns animais silvestres (Proechimys iheringi,
Philander opossum; Didelphis aurita, Oxymycterus incanus), naturalmente infectados com Leishmania braziliensis
e L. amazonensis. A relativa frequéncia de caes e equinos encontrados infectados por L. (V) braziliensis, em varias
partes da regido sudeste do Brasil, tem possibilitado especular, ou mesmo demonstrar a participagdo de animais
domésticos como fontes de infecgao’®?",

Alguns grupos de animais pertencentes as Ordens Cingulata (tatus) e Pilosa (tamanduas e preguicas),
pertencentes a ancestral fauna da América do Sul, surgiram no Terciario ha aproximadamente 65 milhdes de anos.
Estudos indicam que T. cruzi tenha surgido no Cretaceo da era Mesozoica, ha 150 milhdes de anos e, L. (Viannia) que
inclui L. (V.) braziliensis, agente etioldgico da maioria dos casos de LTA em Sao Paulo e no Brasil, tenha surgido h&
10 milhdes de anos, em meados do Mioceno da era Cenozoica. Considerando-se que em periodo menos distante, ha
cerca de 2-3 milhdes de anos a América do Sul estava isolada dos demais continentes, assim, pode-se apontar como
hipotese que aqueles animais venham passando por uma longa coevolugao com as diferentes linhagens de T. cruzi
e Leishmania (Viannia), resultando na eliminagao de parasitos mais virulentos e/ou patogénicos, e na perpetuagao
tanto do hospedeiro quanto do parasita.
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Resumo

Trata-se de trabalho descritivo sobre o surgimento, o controle e a vigilancia entomoldgica da doenga de Chagas
e Leishmaniose Tegumentar Americana no Estado de Sao Paulo. Para a doenga de Chagas, buscou-se demonstrar
os resultados da evolugédo de um programa estruturado em fases e o éxito empreendido contra o Triatoma infestans.
No tocante a LTA, procurou-se evidenciar a mudanga de ocorréncia do perfil de transmissao e o papel vetorial das
espécies envolvidas nesta dinamica. Atualmente, a transmisséo vetorial da doenga de Chagas esta interrompida,
permanecendo as agdes de vigilancia entomoldgica sobre as espécies secundarias que invadem o domicilio humano.
No caso da LTA, a vigilancia é deflagrada em areas com suspeita de autoctonia, nos locais onde se desconhece a
informagao de possiveis espécies vetoras.

Palavras-chave: Doenca de Chagas, Leishmaniose Tegumentar Americana, Flebotomineos, Triatomineos, Vigilancia
entomoldgica.

Abstract

This is descriptive account of the origin control and entomological surveillance of Chagas disease (CD) and
American tegumentary leishmaniosis (ATL) in the state of Sao Paulo, Brazil. Concerning Chagas disease, we aimed
to demonstrate the results of the evolution of a program structured as a sequence of stages and the successful action
against Triatoma infestans. With regard to ATL a change in the transmission pattern was emphasized as well as the
role of the vector species involved in the transmission dynamics. Vector transmission of CD is interrupted at present,
but the actions of entomological surveillance concerning secondary vector species which may invade the human
domicile remain. In the case of ATL, surveillance is active in areas under suspicion of autochthony and those where
insufficient information is available on the probable vector species.

Key words: Chagas disease, American Tegumentary Leishmaniosis, Sandflies, Triatomines, Entomological surveillance.

Introducao

No Estado de Sao Paulo, nas primeiras décadas do século passado, com o desbravamento da regido oeste
devido ao deslocamento da fronteira agricola em busca de novas areas para a expansao da cultura cafeeira, surgiram
importantes focos endémicos da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), principalmente na regido da Alta
Sorocabana, Noroeste e Alta Paulista. A partir de 1905, a LTA foi considerada como problema de saude publica’ com
a descricdo de casos em trabalhadores envolvidos na construgdo da estrada de ferro nas regides citadas. A doencga
de Chagas foi descrita quatro anos depois, em 1909, por Carlos Chagas, em Lassance, Minas Gerais?. As primeiras
referéncias sobre a existéncia de triatomineos no Estado de Sdo Paulo datam de 1910 e 1912, quando Neiva®destacou
o envolvimento das principais espécies transmissoras: Triatoma infestans, Panstrongylus megistus e Triatoma sordida,
nas moradias, deixando clara a presenga predominante da primeira®. Em seguida foi constatada a infecgdo humana®.

O processo de desenvolvimento econdmico do Estado foi determinante na disperséao inicial do T. infestans.
A proporcao que a fronteira agricola avancava, a situacéo foi sendo modificada. Bayma* assinalava a presenca de
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casos cronicos da doenga de Chagas, e Carini e Maciel® mapearam, na época, as localidades que constituiam habitat
para vetores. Desde entao, foi possivel dividir a area ocupada do Estado em uma zona infestada, ao norte, na divisa
com o Estado de Minas Gerais, onde a populagao era mais densa e maior o desenvolvimento da cultura do café e
da cana-de-agucar, e outra area indene, que compreendia uma larga faixa acompanhando o litoral®.

Os primeiros trabalhos realizados sobre os vetores da LTA, no Estado de Sao Paulo, datam nas décadas de
1930 e 1940, por Pessoa e Barretto’ e, posteriormente, por Forattini®. As espécies descritas como mais importantes
foram Lutzomyia whitmani, Lutzomyia pessoai, Lutzomyia fischeri e Lutzomyia migonei. A distribuicdo de flebotomineos
em nosso Estado vem sendo objeto de analise ha muito tempo. Barretto® reuniu dados para o primeiro estudo
organizado da distribuicdo destes dipteros. Desde entdo, a participagdo dos flebotomineos na epidemiologia da
LTA vem sendo documentada. E justamente no final da década de 1940, que se iniciam as atividades de controle
de T. infestans, embora, logo apds sua descoberta, ja tenha surgido a ideia da necessidade do controle da doenga,
com o proprio Carlos Chagas cobrando dos poderes publicos providéncias, visando a mudangas nas condigdes de
habitabilidade e salientando ser o triatomineo fragil as medidas de ataque.

Da deteccao da doencga de Chagas em S&o Paulo até a década de 1930, as a¢des contra os triatomineos
eram de manifestacdes isoladas'®. A organizacdo do Servigo Sanitario do Estado orientava-se pela constituigdo de
departamentos ou inspetorias especificas para cada problema de saide. Em 1931, havia a Inspetoria de Profilaxia
da Lepra, da Tuberculose, da Sifilis, de Doengas Venéreas e, mais tarde, do Impaludismo'. Em 1938, o Servico
Sanitario se transformaria em Departamento de Saude e as Inspetorias em Servigos e Segdes, sendo substituida
a Inspetoria do Impaludismo, pelo Servigo de Profilaxia da Malaria. No futuro, este servigo acabaria por incorporar
novas atividades como o controle da febre amarela e, mais tardiamente, o controle da doenga de Chagas'.

Em 1941, a distribuicdo dos triatomineos descrita por Rosenfeld e Cardoso™ evidenciaria a expanséo da
endemia chagasica para o oeste do Estado. Varios municipios apresentavam-se infestados com o aparecimento
de novos casos da doenga, impondo-se, de forma definitiva, como um problema sanitario do meio rural. O Vale do
Paraiba constituiu excecao, confirmando-se, na época, a inexisténcia de triatomineos domiciliados'. As fazendas,
isoladas uma das outras, com pouca interagao entre seus habitantes, constituiam um tipo de organizagao do espaco
geografico pouco propicio ao estabelecimento da endemia chagasica®™.

Ao ingressar na fase mais dinamica do processo de ocupagéao do seu territério, em fungao da expansao
da economia cafeeira, a fronteira agricola de Sao Paulo sofreu deslocamentos em busca de novas areas para
expansdo desta cultura’. Neste processo demarcaram-se novos perfis da distribuicdo das doencas. A partir da
década de 1950, o Estado sofreu um novo processo de desmatamento para atender a expansao agropecuaria,
produzindo importantes modificacbes de ordem econdmica e paisagistica observadas, principalmente na regido
compreendida entre o Planalto Atlantico e o Planalto Ocidental Paulista. Na regido da Provincia Costeira, o
processo de devastagdo encontrou obstaculos naturais, como o relevo acidentado, persistindo, dessa forma,
extensas areas de cobertura vegetal inalterada. Paralelamente a diversificacdo da producido agricola e
intensificagdo do trabalho assalariado (envolvendo deslocamentos da populacéo trabalhadora), a doenca de
Chagas se expandiu no Planalto Paulista’. Foi nesse periodo pds-devastagdo que a LTA teve diminuida a sua
importancia como um problema de saude publica.

No final da década de 1950, com a descrigdo de novos ciclos de transmissao na regido do Vale do Ribeira,
antes considerada indene, a doenga reassumiu sua importancia’.

O presente artigo tem por objetivo analisar a evolugao das ag¢des de controle vetorial, comparando-as ao
inicio das atividades de vigilancia entomolégica da doenca de Chagas e LTA, instituidas no Estado de Sao Paulo,
culminando com a situagao atual dos programas.

Material e Métodos

Trata-se de trabalho descritivo sobre a problematica da doenga de Chagas e LTA no Estado de Sao Paulo.
Para a doenga de Chagas buscou-se demonstrar a evolucdo de um programa de controle de vetores e o éxito
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empreendido contra o Triatoma infestans. No tocante a LTA, procurou-se evidenciar a mudanga de ocorréncia do
perfil de transmissao e o papel das espécies vetoras envolvidas nesta dindmica.

Foram analisados os resultados obtidos no Programa de Controle da Doenga de Chagas, desenvolvido pela
Superintendéncia de Controle de Endemias (SUCEN) e pelas instituicbes que a antecederam desde 1950, data de
inicio das atividades de controle. As informacgdes foram extraidas de relatorios internos, sistemas de informacgoes,
artigos, dissertagbes de mestrado e teses de técnicos do servigo.

Os dados sobre vetores da LTA, no inicio do século XX, foram resgatados dos trabalhos de Barretto® e Pessoa
e Barretto’. Os dados atuais, referentes ao periodo de 1985 a 2008, foram obtidos das pesquisas entomolégicas
realizadas pela Superintendéncia de Controle de Endemias, quando da ocorréncia de casos autoctones de LTA.

Foram analisadas as séries historicas de presenca de triatomineos e flebotomineos no inicio das atividades
de controle dos vetores e na fase de vigilancia entomoldgica.

Na fase atual séo apresentadas informacgdes atinentes a metodologia das vigilancias instituidas, sendo para
a doenga de Chagas, por meio de notificagdes espontaneas pela populagéo, situacdo que deflagra pesquisa na
casa notificante e naquelas situadas a um raio de 200 metros em area de T. sordida e 100 metros em area de P.
megistus, com emprego de controle quimico, com inseticidas de acao residual da classe dos piretroides, nas casas
com encontro de novos exemplares de triatomineos'’. Para a LTA sdo descritas as agdes de vigilancia entomoldgica,
desencadeadas em areas com suspeita de autoctonia e controle quimico, também com piretroides, realizado em
areas com ocorréncia de mais de um caso autéctone no periodo de seis meses.

Todas as informacdes foram agrupadas em bancos de dados e as frequéncias extraidas através de programas
de analise.

Resultados

No Estado de Sao Paulo o controle dos triatomineos domiciliados teve inicio na década de 1950, ocasido em
que a presenca de T. infestans havia sido constatada em 62,6% dos municipios entao existentes (Figura 1 A), com
40,1% dos exemplares encontrados infectados pelo agente etiolégico™. Nesta mesma época, a disseminagéo da LTA
foi pouco estudada com alguns trabalhos denotando investigagdes em areas restritas'®'%% (Figura 1 B).

No ano de 1964 instituiu-se a fase denominada Arrastao, que perdurou até o ano de 1967, caracterizada pela
aplicagéo de inseticida BHC 30% em todas as casas e anexos da zona rural. Apoiados na concepgéo de erradicagao,
o controle de vetores da doenga de Chagas passou a ser central?'.

Em 1968, o Arrastao foi substituido pelo periodo do expurgo seletivo (1968 a 1972), que incluia pesquisa prévia
de casas e anexos situados em areas da zona rural. Com presenca de triatomineos, realizava-se controle quimico?'.

Numa perspectiva de diminuicdo do custo das atividades, sem alterar a eficiéncia das agdes de controle
aliada a um refinamento das areas de trabalho, se estabeleceu a fase de prioridades, a partir do ano de 1973 até o
ano de 1983, quando se adotou o conceito de estratificacdo epidemioldgica, envolvendo medidas estruturadas com
base no risco da transmissdo da doenca, adequando a periodicidade da pesquisa de triatomineos aos indices de
infestacdo de cada espécie de destacada importancia epidemiolégica?'. A transmissao natural da doenga de Chagas
por triatomineos domiciliados foi interrompida, fato comprovado através de inquérito sorolégico em escolares e
indicadores entomoldgicos da presenga de T. infestans?'.

A partir do ano de 1984, o controle da doenga de Chagas passou por nova reformulagao, estruturando-se
a fase de Consolidagao/Vigilancia entomoldgica com eliminagao dos focos residuais de T. infestans e implantagao
da vigilancia entomoldgica para espécies secundarias, com o incentivo da participagao da populagéo na notificagao
de insetos suspeitos'”?!. Atualmente se atende a uma notificagdo em prazo néo superior a 60 dias e realiza-se uma
extensao de pesquisa entomoldgica nas casas vizinhas situadas a um raio de 100 metros em area de T. sérdida, e
200 metros para area de P. megistus. A Figura 2 apresenta a positividade das casas e anexos pesquisados de 1968
a 2002, periodo que percorre as diferentes fases do programa de controle, onde se observa uma redugéo linear
desta positividade.
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Nas ultimas décadas do século XX, a LTAreassumiu nova importancia para o Estado de Sao Paulo: observou-
se o estabelecimento de um novo perfil de transmissao desta doenga, ndo mais associada a derrubada de matas, mas
resultante da ultrapassagem de barreiras ecoldgicas dos vetores naturais da espécie. Foi possivel definir dois perfis
epidemiolégicos de transmiss&o: o primeiro resultante do contato do homem com o ciclo enzodético silvestre, e 0 segundo
relacionado com a transmissao domiciliar, em areas com profundas modificagcbes do ambiente natural, envolvendo
o homem, animais sinantropicos e espécies de flebotomineos adaptados aos ambientes rurais e periurbanos?22%24,
Com essa alteragdo do ambiente natural, houve alternancia do papel das espécies de flebotomineos, emergindo
Lutzomyia intermedia como a espécie de maior importancia epidemioldgica na transmissdo da LTA no Estado®. A
Tabela 1 mostra a distribuicdo das espécies de flebotomineos em dois periodos: de 1939 a 19437, onde as espécies
predominantes L. whitmani, L. pessoai, L. migonei e L. fischeri representavam quase 95% dos exemplares capturados;
e o periodo de 1985 a 1995, com dados de capturas entomoldgicas realizadas pela SUCEN, quando se observou
que a espécie L. intermedia representou 80% dos exemplares capturados, corroborando com Tolezano?.

Atualmente a situacao epidemioldgica da LTA no Estado de Sao Paulo caracteriza-se pela predominancia de
casos autoctones em todo o Estado sobrepondo-se a distribuicdo dos flebotomineos vetores (Figura 3 B). A principal
espécie que tem sido incriminada como vetora é L. intermedia, sendo que outras como L. whitmani, L. fischerie L.
migonei sao consideradas como potencialmente importantes na transmissao. Lutzomyia intermedia é espécie bem
adaptada ao ecotopo humano, principalmente nas areas de formagao aberta com paisagem bastante modificada pelo
homem; pela sua coincidéncia com os focos de transmissao, em ambientes modificados em zonas rurais e periurbanas;
pela alta abundancia em relagao as demais espécies encontradas nesse ambiente; pela sua frequéncia no ambiente
domiciliar, inclusive no intradomicilio e sua estreita associagdo com a populagao humana e com animais domésticos.

Com relacao a principal espécie vetora da tripanossomiase americana, em 1978 ocorreu a ultima captura,
no Estado de Sao Paulo, de exemplares de T. infestans infectados pelo T. cruzi. Durante a década de 1990 foram
observados trés episddios de presencga de T. infestans no Estado de Sao Paulo por transporte passivo, sendo um
no ano de 1990 com 01 exemplar vindo do Estado de Minas Gerais; outro em 1994, detectado no municipio de
Sumaré, e o ultimo em 1999, onde um foco, com 108 exemplares da espécie em propriedade rural no municipio
de Paulinia (regido de Campinas), foi detectado, evidenciando o risco de reinstalagdo da espécie, favorecida pela
facilidade de transporte?27,

A partir do ano de 2004, implantou-se nova reformulagdo no programa de controle da doenga de Chagas,
com a suspensdo da busca ativa de triatomineos por parte da SUCEN, restringindo-se a vigilancia a notificagao
de possiveis triatomineos pela populagdo®. A Figura 3 A mostra a distribuicdo desta notificagdo no Estado, onde
se observa o resultado da estratégia de uma vigilancia entomoldgica ativa envolvendo a populagéo. No que diz
respeito a profilaxia da LTA, nas areas com suspeita de autoctonia e sem informacéao de espécies de flebotomineos
de importancia epidemioldgica, tem sido realizada a investigagdo entomoldgica no intra e peridomicilio. Quando da
ocorréncia de 2 ou mais casos, com intervalo minimo de 6 meses, na mesma localidade e constatada transmissao
domiciliar, é realizada a borrifagdo com inseticida de agao residual da classe dos piretroides sintéticos, nas casas
da area delimitada?®.

Discussao

No Estado de Sao Paulo o controle de triatomineos domiciliados teve inicio na década de 1950. A situagao
da doenca de Chagas no Estado caracteriza-se, do ponto de vista das agdes de controle da transmissao vetorial, em
atividades de vigilancia entomolégica de espécies de triatomineos que colonizam o ambiente humano peridomiciliar e
apresentam capacidade invasora no intradomicilio. Nestas situagées, a populagao tem sido estimulada a denunciar a
presenca desses vetores em suas casas, encaminhando-os a SUCEN diretamente ou por meio da rede de saude. A
sorologia aplicada a essa populagao nao tem detectado transmissao recente da doenga de Chagas, embora selecione
individuos com reagdes soroldgicas positivas devido ao contato pretérito com triatomineos infectados. A propdsito, é
exemplar o desenvolvimento do Programa de Controle da Doenca de Chagas no Estado de Sao Paulo, que primeiro
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conseguiu o efetivo controle do T. infestans, descortinando o novo contexto de estratégias de vigilancia que se impde
no sentido de resguardar o controle alcangado da doenca.

As alteragbes verificadas no meio rural paulista, com énfase na diminuicdo da populagéo e na modificagéo da
qualidade dos domicilios, tiveram papel fundamental no sentido do éxito do controle da transmissdo da doenga de Chagas
por triatomineos domiciliados. Aisso se devem somar as campanhas de saude publica visando ao controle desta doenca.

A medida que as informacdes disponiveis reforgam a interrupgéo da transmiss&o natural da tripanossomiase
americana, amplifica-se a nova ordem de estruturagdo da vigilancia, no sentido de resguardar o controle alcancado,
evitando os riscos de reinfestacao/reintroducao de transmissao autoctone.

Quanto a LTA, apesar de ser doenga de notificagcdo compulsodria, estima-se que ocorra importante
subnotificacdo, devido, principalmente, ao despreparo das equipes de salude para diagndstico precoce da doenca?®,
além do longo periodo de incubagao e do retardamento do paciente ao primeiro atendimento médico®’. O controle
da LTA é dependente de varios fatores: agdes governamentais, educagao continuada de profissionais de saude e
utilizacado de ferramentas eficazes para controle do vetor. Ao longo dos ultimos anos, a LTA tem sido registrada em
todo o Estado, com uma média de 600 casos ao ano*'e maior registro naquelas regides de dominio da mata atlantica.
Uma vez instalada, tem dificil controle pela complexidade de sua problematica®®. Na forma de transmissao silvestre,
as acbes de controle sdo praticamente ndo aplicaveis frente ao carater zoonotico da parasitose®. Com relagdo
a transmissao periurbana, medidas antivetoriais e eficiente sistema de vigilancia epidemiolégica sdo condigdes
necessarias para o efetivo controle da doenga, uma vez que a melhoria das condi¢des de vida da populagao, outro
importante componente, foge ao propdsito técnico da area de saude®.

No estagio atual da situagéo epidemiolégica das duas endemias, considerando-se que, para DC, a vigilancia
entomoldgica € ativa, e para a LTA, tardia. Destaca-se como importante, a manutengéo do estimulo a participagao
da populagao na notificacdo de insetos, o desenvolvimento de novas abordagens de vigilancia vetorial em areas
urbanas (Rhodnius neglectus) e de estratégias para o enfrentamento de novos fatores de risco (ecoturismo). Ao
mesmo tempo, deve-se inserir a LTA na esfera das discussdes de doengas que causam impactos na saude publica
e priorizar o desenvolvimento de estudos que subsidiem a sustentabilidade das acoes.
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Tabela 1. Numero e percentual de flebotomineos coletados por armadilhas luminosas e armadilhas de Shannon em
municipios do Estado de Sao Paulo. 1939 a 1943 e 1985 a 1995

L. whitmani 51591 44,0 2205 9,8
L. pessoai 33900 28,9 253 1,1
L. migonei 16952 14,5 662 29
L. intermedia 2451 2,1 18049 80,1
L. fischeri 8711 7.4 836 3,7
Outros 3657 3,1 518 23
Total 117262 100,0 22523 100,0

Figura 1. Distribuicdo de Triatoma infestans na década de 1950 (A) e Lutzomyia intermedia na década de 1940 (B). Estado de
Sé&o Paulo
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Figura 2. Casas e anexos infestados por triatomineos no Estado de S&o Paulo, no periodo de 1968 a 2002

Figura 3. Distribuicdo de notificacdes de insetos no Programa de Controle da Doenga de Chagas no periodo de 2004 a 2008 (A) e
presenca de flebotomineos em areas de leishmaniose tegumentar americana no periodo de 1995 a 2008 (B). Estado de S&o Paulo
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A doencga de Chagas, descrita por Carlos Chagas em 1909, é causada por um protozoario — Trypanosoma
cruzi — e transmitida ao homem e demais mamiferos, habitualmente através das fezes de inseto hematoéfago,
triatomineo, sendo o mais importante o Triatoma infestans. A transmisséo por transfusdo sanguinea foi a segunda
forma mais prevalente de se contrair a infecgéo, admitindo-se em cerca de 20% dos casos. Ja em 1911, o préprio
Carlos Chagas sugeriu, mas sem demonstrar, a possibilidade de transmissao transplacentaria, que s6 foi confirmada
por Dao, na Venezuela, no final da década de 40. Atransmisséo oral descrita desde a década de 60 em Teutdnia (RS)
€, mais recentemente, na Paraiba, Santa Catarina (estas relacionadas a ingestao de caldo de cana contaminado) e
na Amazonia (por suco de acgai), ndo se constituindo, todavia, em via importante de transmisséo.

Esta enfermidade se caracteriza por duas fases: a aguda e a crénica. Ja na segunda semana da infecg¢éo, o
exame do soro se mostra diagnoéstico, inicialmente com IgG, e posteriormente IgM. Na fase aguda ha intensa parasitemia
e inflamagéo, porém, com pouca expressao clinica, exceto em criangas pequenas, desnutridas e em pacientes outros,
com estado geral comprometido. Esta fase perdura, geralmente, por oito a dez semanas, quando comega a diminuir
significativamente a parasitemia e a inflamagéo (mas estas vao sempre existir, em maior ou menor intensidade).

Inicia-se a fase cronica. Os pacientes permanecem por um longo periodo (70% deles para toda a vida)
sem sintomas, com eletrocardiograma, radiografia de térax, enema opaco e esofagograma normais: é a forma
indeterminada. Berenice, a crianga em que Carlos Chagas descreveu a doenga em 1909, permaneceu em forma
indeterminada por toda a vida, vindo a falecer com mais de 70 anos de outras causas que nao a doenga de Chagas.

Ao redor de 30% dos acometidos desenvolverdo as formas clinicas: a digestiva pode ser esoféagica, com
dificuldade progressiva para deglutir, inicialmente para sélidos, depois para pastosos e, em fases avangadas,
para liquidos (megaeso6fago); quando ha comprometimento intestinal, ha progressiva dificuldade para evacuar
(megacolon). A forma cardiaca pode se apresentar de diversas maneiras, que didaticamente podem ser divididas
em: predominantemente arritmogénica, predominantemente dilatada e mista. Qualquer arritmia pode ser encontrada
nesta enfermidade, sendo as mais prevalentes, os bloqueios atrioventriculares (1°, 2° e 3° graus), bloqueios de ramo
e/ou fasciculos (o0 mais caracteristico é o bloqueio do ramo direito associado ao bloqueio da divisdo antero-superior
do ramo esquerdo do feixe de His) e a extrassistolia ventricular (isolada ou como taquicardia ventricular).

Na apresentacdo dilatada, ocorre faléncia progressiva da fungédo ventricular, esquerda e direita, com
insuficiéncia cardiaca que, inicialmente, é esquerda e direita e, nas fases mais avancadas, preferencialmente direita,
com edema de membros inferiores, estase jugular, hepatomegalia, ascite etc.

O tratamento das arritmias pode se dar com o uso de antiarritmicos e/ou estimulagao artificial (marca-passo)
e da insuficiéncia cardiaca obedece as diretrizes seguidas para o tratamento de outras etiologias.

Ha casos em que coexistem os megas e a cardiopatia, com significativo aumento da morbimortalidade. As
indicagdes para o tratamento parasiticida devem obedecer as diretrizes da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical
e podem ser divididas em consensuais (fase aguda, criangas, reativagao, contaminagao acidental) e ndo consensuais
(forma indeterminada, particularmente em individuos jovens; previamente ao transplante de 6rgaos, quando o receptor
é portados da doenga de Chagas; na auséncia de lesdes graves em 6érgaos alvo, (particularmente no megaeséfago,
onde o tratamento com medicacao parasiticida é contraindicado).

A unica medicagao disponivel com agao tripanossomicida é o Benzonidazol, apresentado em comprimidos de
100mg, devendo ser prescrito na dose de 7,5 a 10mg/Kg/dia por 60 dias em casos agudos ou criangas e 5mg/Kg/dia
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por 60 dias em adultos cronicos (em individuos com peso maior que 60Kg é recomendado usar um maximo de 300mg/
dia e aumentar o numero de dias do tratamento, que deve ser igual ao peso, fazendo entdo a mesma dose total). Os
efeitos colaterais com o uso deste farmaco sao: dermatite urticariforme (30%), que geralmente responde bem aos
antialérgicos ou doses baixas de corticoide, infrequentemente necessitando suspensao do tratamento; polineuropatia
(5%); leucopenia e anorexia ocorrem em menos que 2%. Em nossa experiéncia, a suspenséo do tratamento por
efeitos colaterais ocorreu em cerca de 8% dos casos (em casuistica de pouco mais de 500 pacientes tratados).

Atualmente encontra-se em curso um estudo multicéntrico, randomizado, duplo cego, placebo controlado,
avaliando o uso do benzonidazol quando ja ha comprometimento miocardico, para avaliar se o tratamento parasiticida
muda ou nao a histéria natural da cardiopatia chagasica crénica (estudo BENEFIT).

Este estudo podera concluir, baseado em evidéncias, o verdadeiro papel do tratamento etiolégico da
doenca de Chagas.

Infelizmente s6 dispomos deste medicamento com agao tripanossomicida que n&o é eficaz em todos os casos
e ainda tem muitos efeitos colaterais. A falta de empenho das nossas entidades médicas e governamentais, bem como
a falta de interesse comercial da industria farmacéutica tém mantido esta doenga ainda com grande prevaléncia e
morbimortalidade, comprometendo a vida e a produtividade de uma parcela significativa da nossa populagéo.

26



LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA, MANIFESTAGOES CLINICAS, DIAGNOSTICO E TRATAMENTO
Marcos Vinicius da Silva
Diretor da Divisao Cientifica do Instituto de Infectologia Emilio Ribas, da Secretaria de Estado da Saude de Sao Paulo

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é doenga com gravidade variavel, podendo manifestar-se com
lesbes graves e desfigurantes e, por ser doenga sistémica, pode ser fatal. A Organizagdo Mundial da Saude estima que
anualmente ocorram dois milhées de novos casos humanos, pondo em risco 350 milhdes de pessoas em 88 paises,
e que existam 12 milhdes de infectados no mundo*. O quadro clinico da LTA é polimérfico podendo apresentar-se
com diferentes expressdes lesionais, inclusive num mesmo paciente. A forma classica da doenca é caracterizada pelo
aparecimento de lesao papular eritematosa, que pode evoluir para a formacgao de ndédulo com posterior ulceragao e
por ultimo a formagao de ulcera com borda infilirada, de consisténcia cartilaginosa, regular, com a parte central de
fundo granuloso, na cor vermelho intenso e indolor. A tlcera pode aparecer no local de inoculagéo do parasita pelo
vetor do género Lutzomia spp, localizando-se em areas corporais expostas, ndo cobertas pelas roupas. Outras vezes
o parasita pode ser inoculado na pele, multiplicar-se no interior de macréfagos da mesma, sem causar lesao local
e, posteriormente, disseminar-se para todo o organismo, comprometendo pele e mucosas. O mesmo pode ocorrer
com a lesao existente no local de inoculagdo, chamada lesdo primaria, disseminando parasitas para outros sitios
cuténeos e mucosos. A disseminagao hematogénica do parasita € a responsavel pela instalagao deste em outras
localizagbes anatdbmicas, originando o aparecimento de lesdes na pele, em areas cobertas por roupas, e também
nas mucosas, locais onde o vetor ndo tem acesso. A forma clinica localizada na pele e com Ulcera é a classica,
denominada de “Ulcera de Bauru”. Esta denominagao foi originaria da grande incidéncia da doenga que ocorreu na
Regido de Bauru, na época da constru¢do da estrada de ferro, acometendo operarios que trabalhavam na derrubada
da mata para a construcao da ferrovia.

No entanto, outras formas clinicas da doenga sao encontradas, muitas vezes, dificultando o diagnéstico,
confundiveis com as manifestagdes clinicas de outras patologias. Na suspeita diagnéstica, os antecedentes
epidemiolégicos do paciente devem ser considerados, lembrando que hoje ocorreu a urbanizagao da doenga.

Didaticamente, o quadro clinico da LTA pode se apresentar de quatro formas, classificado de acordo com
a topografia e com a resposta imunolégica do hospedeiro. Na forma cutadnea ha acometimento exclusivo da pele,
podendo ocorrer remissao espontédnea em alguns casos, dependendo da espécie e das diferentes cepas do parasita e
da resposta imunolégica do paciente. Na forma mucosa ocorre exclusivamente comprometimento mucoso, decorrente
da disseminagdo hematogénica do parasita, geralmente mais grave que a forma cutanea, podendo causar grande
destruicdo e deformidades no paciente. Nesses casos, a resposta imunoldgica do paciente costuma ser menos
eficaz, com menor percentual de cura espontanea. A forma cutadneo-mucosa é uma forma intermediaria entre as
duas anteriores, ocorrendo tanto o comprometimento cutdneo como o das mucosas. Na forma anérgica ou difusa,
ha intenso comprometimento da pele, causando grandes deformidades que, muitas vezes, isolam o paciente do seu
convivio familiar e social.

Na forma cutanea da LTA podemos encontrar lesdes papulo-eritematosas, papulo-ulceradas, furunculoides,
nodulares, vegetantes e ulcerosas, isoladamente, ou fazendo parte de quadro evolutivo. Na forma mucosa, podemos
encontrar lesbes ulcero-infiltrantes, poliposas e terebrantes, estas ultimas causando grandes deformidades nos
pacientes. Na forma cutanea-mucosa sao encontradas lesdes pertencentes as duas formas clinicas citadas
previamente. Na forma anérgica ou difusa, ha intenso comprometimento da pele, com lesdes inflamatdrias difusas,
acometendo extensas areas cutaneas, podendo ocorrer a formagao de nédulos, Ulceras e vegetagdes. Esta forma
da doenca habitualmente é refrataria aos tratamentos existentes para a doenga, atualmente.

As doengas causadas pelo complexo “leishmanioses”, tanto na forma LTA como na visceral (calazar) (LV),
sdo dependentes tanto das espécies do parasita, algumas mais agressivas, invasivas e destrutivas, outras com
menor agressividade e menor atividade patogénica, e também da resposta imunolégica do paciente, com importante
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participacdo da resposta mediada por linfocito T. Outras doengas que comprometem o sistema imunolégico podem
funcionar como facilitadoras tanto para a manifestagéo clinica dessa zoonose, como para sua maior agressividade e
disseminacao. No Brasil, hoje, a associagao entre leishmaniose e Sindrome da Imunodeficiéncia Humana Adquirida
(AIDS/SIDA) tem sido sério problema de saude publica, podendo o quadro clinico da AIDS ser aberto por formas
graves de leishmaniose, muitas vezes, com manifestagées clinicas atipicas, com grande agressividade, alta letalidade
e, também, com resposta terapéutica ruim ou sem resposta medicamentosa, com recidivas frequentes, necessitando
de profilaxia secundaria com drogas. Portanto, no nosso meio, a leishmaniose, independente da forma clinica, pode
ser quadro definidor da AIDS, em pacientes com contagem de linfocitos T, CD,* menor que 200 cel/mm de sangue.

Outra situagao preocupante sdo os casos em pacientes idosos, que se encontram fora das areas de transmissao
da doenca ha anos e venham a desenvolvé-la. No nosso Servigo, procuramos exaustivamente a existéncia de co-
morbidades associadas, tais como, as doengas neoplasicas, pois a LTA pode se manifestar de forma oportunista e, se ndo
diagnosticarmos e também tratarmos a(s) doenga(s) de base, dificiimente teremos sucesso terapéutico na LTAou na LV.

Na suspeita clinica desta doenga, os antecedentes epidemioldgicos do paciente sdo muito importantes,
podendo auxiliar o médico na condug¢ao do caso, encurtando o tempo para a elucidagédo diagnéstica e a introducao
da terapéutica adequada. A confirmacgao diagndstica é laboratorial, com pesquisa do parasita no material coletado por
raspado e/ou biopsia da borda da lesdo. Deve-se realizar raspado da borda da lesdo com o auxilio de tentacanula
ou com lamina de bisturi, tomando-se o cuidado de ndo contaminar o material com sangue, realizar esfregago com
este material em lamina de vidro para microscopia, limpa e desengordurada, fixar o material e corar com a técnica
de Giemsa ou de Leishman, para a pesquisa do parasita na microscopia. A biopsia da borda da les&o realizada com
punch ou com bisturi, em cunha, pegando diferentes regides (Ulcera, borda e pele adjacente) e com profundidade
incluindo a epiderme e derme, deve ser incentivada, com coleta de fragmentos de tecido para pesquisa e cultura do
parasita, que devera ser acondicionado em frasco estéril com solugéo fisioldgica a 0,9% e encaminhado rapidamente ao
laboratdrio ou em meio de cultura préprio (meio bifasico NNN). Outros dois fragmentos de tecido devem ser coletados,
um deles devera ser acondicionado em frasco contendo formol tamponado a 10%, que devera ser encaminhado para
exame histopatoldgico e imuno-histoquimico, o outro, em frasco estéril e novo para a deteccdo de DNA parasitario
por técnica de reagéo em cadeia da polimerase (PCR). Outra possibilidade é a inoculacdo desse material em animais
suscetiveis, como o hamster, em laboratério especializado 37.

Aintradermorreacao de Montenegro (IDRM) e as reagdes sorolégicas sdo métodos auxiliares e, sozinhos, nao
nos permitem estabelecer o diagndstico. A IDRM é importante recurso em inquéritos epidemiolégicos e a sorologia
no acompanhamento pés-tratamento.

No estabelecimento do plano de tratamento do paciente com leishmaniose devemos avaliar o estado geral
do mesmo, a existéncia de doencgas associadas, a idade do paciente e, em mulheres, a condi¢cao de gestagdo. Esses
fatores associados e muito bem estudados, ja que as medicagbes empregadas no tratamento da LTA apresentam
importantes efeitos colaterais, auxiliardo o médico na escolha do tratamento. Em situagbes especiais pode-se realizar
o tratamento local, geralmente de efeito estético, por se tratar de doencga sistémica, ou tratamento sistémico. No
tratamento local podemos empregar topicamente drogas como a paromomicina e o imiquimode, ou técnicas como
a crioterapia, a termoterapia e o laser de CO,. Os medicamentos administrados por via oral como os derivados
azdlicos, a miltefosine, a pentoxifilina e a azitromicina, ndo mostraram resultados aceitaveis no Brasil. Outro recurso
terapéutico é a imunoterapia onde empregamos antigenos do parasita, obtidos de promastigotas, associado ao BCG®
ou em triplice associagéo acrescida de interferon 8. O tratamento mais frequentemente empregado e com melhores
resultados utiliza o antimoniato de N-metil-glucamina por via intramuscular ou endovenosa. Outra droga também
utilizada é a Anfotericina B, considerada segunda opgéo, tanto na apresentacao classica de desoxicolato de sédio
como na lipossomal, ambas de administracdo endovenosa. A pentamidina € outro recurso terapéutico empregado
no tratamento deste parasita, por via sistémica, muito pouco utilizado por apresentar efeitos colaterais importantes®’.

Nos pacientes coinfectados com leishmaniose e AIDS' (com contagem de linfécitos CD,* < 500 cel/mm3)
ou em uso de drogas imunossupressoras? ou de quimioterapia, apos o tratamento da leishmaniose, devera ser
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instituida profilaxia secundaria com antimoniato de N-metil-glucamina ou anfotericina B, com a finalidade de prevenir
recidivas da doenca.

O acompanhamento ambulatorial dos pacientes, pds-tratamento, devera ser mensal nos trés primeiros meses,

depois, a cada dois meses, até completar um ano e, por fim, a cada seis ou doze meses. Nas consultas eles serdo
avaliados clinica e laboratorialmente.

No tratamento da leishmaniose ainda necessitamos de medicamentos melhores do que dispomos no presente,

além deles, precisamos de politicas publicas mais eficazes e justas, que possibilitem diminuir a grande desigualdade
social e o analfabetismo reinante neste Pais, resgatando urgentemente a democracia, a cidadania e a ética, que sem
duvida inverterdo as praticas curativas atuais por agdes preventivas.
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LEISHMANIOSE TEGUMENTAR E DOENCA DE CHAGAS: UMA VISAO DA RESPOSTA IMUNE IN SITU DO
HOSPEDEIRO NO LOCAL DAS LESOES - O DIAGNOSTICO IMUNE TECIDUAL

Maria Irma Seixas Duarte - miduarte@usp.br

Professora Titular do Departamento de Patologia da FMUSP

A trajetdria das doencgas infecciosas no século passado passou por varios episédios de euforia frente ao
relativo sucesso de medidas de controle implantadas.

Assim, no inicio do século XX os bons resultados obtidos com a prevengédo da Malaria levaram muitos
pesquisadores a acreditar na possibilidade de que o homem venceria o desafio representado pelas doencgas infecciosas.
A constatagao induziu o secretario da USA a afirmar em 1948, que “o mundo agora tem meios de erradicar as
doencas infecciosas”. A meta mundial seria erradicar as doengas infecciosas com prazo estipulado para o ano 2000.
Paralelamente, desenvolveu-se a crencga de estabilidade dos agentes infecciosos. Eis que surgiu, na contramao das
crencas e propositos, a epidemia de AIDS e a imensa e global problematica das doengas emergentes e re-emergentes,
com a importancia e complexidade que ora estamos convivendo.

Estamos ainda assistindo, especialmente nos paises em desenvolvimento, as dificuldades imensas que
as politicas de saude estdo enfrentando para lidar com as chamadas Doencas negligenciadas e extremamente
negligenciadas, entre as quais estéo incluidas a Leishmaniose e a Doenc¢a de Chagas. O melhor entendimento dos
diversos aspectos dessas duas doencgas tem sido a contribuicdo decisiva e fundamental de muitos pesquisadores
do nosso pais. Um grande desafio que agora se impde a comunidade cientifica e assistencial € o de enfrentar
ocorréncia da Leishmaniose e Doenga de Chagas em pacientes imunocomprometidos quer seja por doengas
que diretamente propiciam deficiéncias do sistema imune, quer seja aquelas cujo comprometimento se segue a
procedimentos terapéuticos medicamentosos ou por transplantes. As manifestagdes clinicas, a resposta imune
dos pacientes e 0s aspectos anatomo-patolégicos nessa nova situagdo sdo completamente diferentes daquelas
ja bem conhecidas.

Pode-se ponderar que a medicina repousa sobre trés pilares quais sejam: um, a coluna constituida por
sinais e sintomas das doengas; outro envolvendo a terapéutica; e o terceiro, que também é base dos demais, e
que representa o conhecimento da patogenia das doencgas. Evidentemente, assim sendo, se faz necessaria ampla
interacdo entre as informacgdes disponiveis relativas ao agente, seu ciclo evolutivo, epidemiologia, ecologia, historia
natural das doengas e a resposta imune do hospedeiro.

Recentemente tem se desenvolvido o conceito de que a resposta imune ndao € a mesma nos diferentes
sistemas e tecidos. A resposta imune é, portanto, 6rgdo especifica e se adapta & manutencgao da fisiologia de cada
orgao. Desse modo, concretiza-se, frente a uma mesma doenga, uma compartimentalizagdo da resposta imune do
hospedeiro em decorréncia das caracteristicas peculiares de cada érgéo.

Outra nogao deve ser considerada, ou seja, o0 que se pode aferir no sangue periférico, nem sempre € o que
esta ocorrendo na intimidade dos tecidos. AAIDS nos chamou inicialmente a ateng¢éo para a veracidade dessa nogao
e nos permitiu verificar com propriedade esse fato através da analise das biopsias.

Considerando-se essa premissa, é apropriado aferir-se o que esta ocorrendo in situ na intimidade das
lesbes teciduais.

E imprescindivel que se faga um retrato do combate nos locais das lesdes teciduais, bem como é necessaria
a caracterizacado dos soldados participantes e suas armas. Deve-se, portanto, no sitio das lesées dos tecidos:
demonstrar o agente infeccioso por metodologias pertinentes, identificar e abalizar o processo inflamatério
pertinente, correlacionar os dados clinicos e anatomopatoldgicos e caracterizar a resposta imune do hospedeiro
no sitio da lesao.

De acordo com o acima exposto, julgo que a Patologia deve acrescentar as suas atribui¢cdes a efetivagao
do diagnéstico imunolégico in situ das lesdes provocadas por agentes infecciosos. O conhecimento do tipo de lesao
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no tecido, do fendétipo das células envolvidas no processo infeccioso e o padrao de citocinas expressas, certamente
fornecer&o ao clinico ferramentas importantes para modular os fenémenos lesivos, determinados pela interagéo local
hospedeiro-agente.

Sera demonstrado o tipo de comprometimento observado em lesbes mucosas verificado na Leishmaniose
tegumentar americana, o escasso parasitismo, quais as células envolvidas no processso, a formag¢ao de granulomas
epitelioides, o denso infiltrado inflamatério mononuclear destrutivo para o hospedeiro, a reatividade hiperplasica do
epitélio, a formagéo de Ulceras, aliados ao padrdo de expressao local de citocinas que traduz a resposta hiperergica
do individuo e suas correlagdes. Em contraposicdo e comparativamente, sera exposto o tipo de resposta tecidual
encontrado em individuos imunocomprometidos com Doenga de Chagas e envolvimento cutdneo. Em antagonismo,
sera evidenciada a pobre reagao inflamatéria com predominio de macréfagos, presenca de grande quantidade de
formas amastigotas de T. cruzi, e as citocinas participantes localmente do envolvimento cutaneo.

Sera enfatizada a recomendacao precipua para feitura do diagnéstico imunolégico das lesbes teciduais.

31



LEISHMANIOSE TEGUMENTAR E DOENGCA DE CHAGAS. EXPECTATIVAS E PERSPECTIVAS EM UM MUNDO
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Transformations in the environment are primarily linked to man’s activities but how do they affect two important
vector borne endemic diseases, such as cutaneous leishmaniasis and Chagas Disease? Some may bring him into
greater contact with the vectors, while others may modify the environment, creating ecological niches that favor the
reproduction of the vector and the reservoir. Following this there is a potential increase in the vector population which
may result in epidemic situations that are difficult to control due to their rapid appearance and magnitude.

The professional activities that bring man into contact with zoonotic ecotopes range from research scientists to
personnel of the armed forces who are either on training manoevers or military campaigns. However, besides this other
individuals are forced to leave their native environment due to war or social pressures caused by natural disasters,
such as droughts. In such cases they may be exposed to infection when they enter the enzootic’s environment or
introduce the disease into non-endemic areas. Examples of these situations abound in the cutaneous leishmaniasis
literature on both sides of the Atlantic.

Similarly these same principals apply to Chagas disease in the Americas.

With globalization tourists are an important source of income in areas that are endemic for both cutaneous
leishmaniasis and Chagas disease. Diagnosis and treatment may be difficult for them, since their symptoms often
appear when they are arrive back home where the disease is unknown.

In the presentation examples are given of different situations in which innovations in the transmission of both
cutaneous leishmaniasis and Chagas disease are linked to behaviour or changes in the environment.

So what can we expect in the future? Climate and ecological changes will create more ecotopes that are
propitious for both sand flies and triatomid bugs as well as reservoirs, especially within the peridomestic and domestic
environments, which will increase transmission. So the challenge is to identify these situations and evaluate the
feasibility of control measures. To do this it is essential that the dynamics of the enzootic cycles are known which in
most cases they are not.
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DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO DA DOENGA DE CHAGAS

Chagas’s disease parasitological diagnosis
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Resumo

A infecgéo por Trypanosoma (Schizotripanum) cruzi ndo causa sinais patognomonicos e mais da metade dos
infectados ndo manifesta os principais sintomas da doenca de Chagas, seja ela cardiolégica ou digestiva. Os primeiros
métodos de diagndstico desenvolvidos foram os métodos parasitoldgicos. Em 1909, Carlos Chagas baseou-se no achado do
T. cruziem uma crianga, para afirmar que este agente era o responsavel pelas manifestagdes clinicas descritas. Tratava-se
de fase aguda da doenca e a pesquisa direta de T. cruzi no sangue periférico continua, 100 anos apos, sendo realizada da
mesma forma. O xenodiagndstico, descrito por Brumpt em 1914, passou a ser utilizado rotineiramente somente apés sua
padronizagao em 1974. Na fase cronica, na qual a parasitemia € baixa, estas metodologias apresentam alta especificidade e
baixa sensibilidade, contribuindo para a exclusédo de reagdes soroldgicas cruzadas, avaliagao de tratamento e isolamento e
caracterizagéo de cepas. Todovia, devido a baixa sensibilidade, um exame negativo ndo afasta a possibilidade de infecc¢ao.
Por outro lado, um exame positivo € um diagnostico de certeza indiscutivel. Na década de 1990, a reagao em cadeia da
polimerase (PCR) passa a ser recomendada como teste confirmatorio. Adisponibilidade nos laboratérios, o custo operacional
e financeiro limitam a utilizagdo de varias provas diagndsticas nas duas fases da infecgéo. Sendo assim, ha 100 anos, os
exames parasitolégicos continuam a colaborar com a elucidagéo de casos suspeitos desta importante tripanossomiase.

Palavras-chave: Doenca de Chagas, diagndstico parasitolégico, Trypanosoma (Schizotripanum) cruzi, centenario
da doencga de Chagas.

Abstract

The Trypanosoma (Schizotripanum) cruziinfection doesn’t cause pathognomonic signs and the great number
of infected persons doesn’t show the main Chagas’ disease manifestations, neither cardiac nor digestives. The first
diagnosis are parasitological methods. In 1909, Carlos Chagas, observed T. cruzi infection in a child and affirmed
to be this the etiological agent the responsible by the Chagas’ disease symptoms. It was the acute phase and the
method for identification of T. cruzi by direct examining anticoagulated blood continues to be in use as the same way,
after one hundred years. The xenodiagnosis was described by Brumpt in 1914. Its frequent utilization started only in
1974 after standardization. In the chronic Chagas’ disease the parasites level in the circulatory blood system is low.
These methods present high specificity and low sensitivity having a role in: resolve cross-reaction serologic results,
treatment evaluation, parasite isolation and specimens characterization. However due to the low sensitivity a negative
result doesn’t mean no infection. In the other hand a positive result is a indisputable certain diagnosis. The diagnosis
via polymerase chain reaction — based assays has been studied since 1990. Then it was indicated to be used as a
confirmation method. Many diagnosis techniques have limited use in routine in the both infection phases due to the
need of specific laboratory facilities, high financier and operational costs. In this way in a period of one hundred years
the parasitological tests have been collaborated to detected the suspect cases of this important trypanosomiasis.

Key-words: Chagas’s disease, parasitological diagnosis, Trypanosoma (Schizotripanum) cruzi, Chagas’s disease centenary.
INTRODUGAO

O diagnéstico da infecgao pelo Trypanosoma (Schizotripanum) cruzi, assim como para infecgdes por outras
etiologias, tem como base trés parametros distintos: as manifestacdes clinicas que, quando presentes, permitem
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ao clinico suspeitar da infecgdo; os antecedentes epidemioldgicos, que também induzem a suspeita; e os métodos
de diagndstico, em geral laboratoriais, que permitem confirmar ou excluir a suspeita diagnéstica na maioria das
situagdes. Como a doenga de Chagas néo apresenta nenhum sinal patognomaonico, o seu diagnéstico repousa sobre
a confirmacgao pelos dados laboratoriais da suspeita clinica. Na infecgéo por T. cruzi, mais da metade dos infectados
néo apresenta as principais manifestagdes da doenga de Chagas, seja ela cardiolégica ou digestiva'?3.

Os primeiros métodos de diagndstico desenvolvidos foram os métodos parasitoldgicos. Carlos Chagas baseou-
se no achado do T. cruzi em uma crianga de nome Berenice, para afirmar que este agente era o responsavel pelo
quadro clinico anteriormente descrito*. Tratava-se de fase aguda da doenga, e a pesquisa direta de T. cruzi no sangue
periférico continua, 100 anos apds, sendo realizada da mesma forma®.

O diagnéstico parasitoldgico pode ser aplicado nas duas fases da doenga. Na fase aguda, em decorréncia da
elevada parasitemia, os diferentes métodos utilizados apresentam alta sensibilidade. Ja na fase crénica, quando a
parasitemia € mais escassa esta modalidade de diagndstico, por ser altamente especifica, visa a exclusao de reagbes
soroldgicas cruzadas, avaliacao de tratamento e isolamento e caracterizacdo de cepas'?367.

Métodos diretos de diagnéstico parasitolégico

O exame a fresco é o método mais simples para o diagnéstico parasitoldgico. Neste método, uma aliquota de
sangue heparinizado (5 pL) obtida por pungéo venosa ou digital, € examinada entre lamina e laminula, ao microscopio
optico, em aumento de 400x. As coletas devem ser semanais, durante as seis primeiras semanas da doenga. Este
deve ser o método de primeira escolha para o diagndstico na fase aguda, quando se verifica a alta parasitemia. E um
dos métodos mais sensiveis (34% a 79%) e também o mais acessivel sob todos os aspectos. Apresenta sensibilidade
limitada na fase crénica quando a parasitemia é escassa’?358,

Para melhor visualizagdo do parasita, técnicas de coloragao podem ser utilizadas com corantes pandpticos
como Giemsa ou Leishman. Um esfregaco é confeccionado com sangue heparinizado (5 pL) colhido da mesma
forma que para pesquisa direta, ou uma gota espessa € obtida pela técnica para pesquisa de hematozoarios; sendo
ambas as preparagdes observadas ao microscopio com aumento de 400x ou 1000x"2358,

Estas metodologias de coloragao sdo importantes para diferenciar as forma de T. cruzi das de T. (Herpetosoma)
rangeli em regides onde existam as duas infec¢des. T. cruzi exibe dimensao menor (15 a 20 um) do que T. rangeli
(26 a 34 pm). Quando observados a fresco, também podem ser diferenciados pela movimentagao rapida e sinuosa,
de T. cruzi, e lenta, de T. rangeli?°°.

As metodologias acima descritas alcangam alta sensibilidade na fase aguda e sao frequentemente utilizadas
na pesquisa de transmissao transfusional®581°,

Existem ainda os métodos de concentracdo do sangue representados pelas técnicas de micro-hematocrito,
teste de Strout, QBC (Quantitative Buffy Coat) e técnica de Ficoll-Hypaque que aumentam a possibilidade de detecgéo
de baixas parasitemias??.

Para o micro-hematdcrito o sangue é centrifugado em tubo capilar heparinizado, prosseguindo-se a sua
observagao, ao microscopio, na interfase entre o plasma e as hemacias para o encontro dos parasitas no creme
leucocitario. O capilar deve ser cortado na regido dessa interfase, e o creme leucocitario observado entre [amina
e laminula. Este procedimento, porém, oferece risco de transmissao acidental e o técnico deve estar atento as
regras de biosseguranga®?2,

Na técnica de Strout s&o utilizados 5 a 10 mL de sangue obtidos sem anticoagulante, permitindo-se a sua
coagulagao. O soro, livre do coagulo, é submetido a dupla centrifugacao; a primeira a 160 g por 3 minutos. Logo
apos, o sobrenadante é transferido para outro tubo e centrifugado, pela segunda vez, a 400g por 5 minutos para
observar-se o sedimento ao microscopio®.

O Quantitative Buffy Coat Method® (QBC) é uma técnica de concentragdo mais utilizada para pesquisa
de plasmadios, cujo modelo também foi aplicado a doenga de Chagas. O sangue é centrifugado em tubo capilar
impregnado com corante vital laranja de acridina que cora os nucleos das células, especialmente o DNA. As formas
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tripomastigotas sdo observadas em um microscépio para fluorescéncia a 490nm?3. Desde as avaliagdes realizadas
por Amato Neto e colaboradores, em 1996, os kits de QBC n&o sao encontrados tao facilmente no Brasil, pelo seu
alto custo®''. Uma alternativa é a coloragdo por meio de azul de metileno, que também é um corante vital, e sua
observacgado pode ser realizada em qualquer microscopio de boa qualidade™.

Atécnica de Ficoll-Hypaque consiste na centrifugacao do sangue heparinizado sobre um gradiente de Ficoll-
Hypaque, mistura de polissacarideos hidrofilicos neutros, a 400g por 20 minutos, podendo-se encontrar os parasitas
na interfase, entre o plasma e o ficoll, na camada dos mononucleares®.

Os testes de concentragéo do sangue apresentam 80 a 90% de sensibilidade e sdo recomendados quando
houver forte suspeita de doenga de Chagas aguda e o exame direto a fresco for negativo. Em caso da presenca de
sintomas, ha mais de trinta dias, os métodos de concentragdo devem ser a primeira escolha, devido ao declinio da
parasitemia com o passar do tempo. Esses métodos s&o também os eleitos para o diagndstico em recém-nascidos com
infeccao congénita pesquisando-se a medula éssea e liquido cefalorraquidiano. Nos pacientes imunocomprometidos
a pesquisa do parasita deve ser realizada em outros fluidos bioldgicos ou tecidos®2.

Os métodos parasitoldgicos diretos devem ser empregados em toda a suspeita de fase aguda por qualquer
forma de transmisséo, observando-se a duragéo estimada da parasitemia?5%'3, Na transmissao vetorial, a parasitemia
é variavel sendo maior até 60 dias de evolugdo da doencga®5; na transfusional é muito elevada, com decréscimo aos 70
a 120 dias, e a doenga de base, que demandou a transfusao, contribui para esta manifestagéo'®*4; na congénita, alguns
estudos mostram correlagao entre parasitemia e persisténcia de anticorpos até 6 a 9 meses de vida, devendo-se realizar
a sorologia apos esse periodo se os exames parasitoldgicos forem negativos®521416; na oral, atualmente, a forma mais
frequente de transmissao no Brasil, a suspeita de infecgao costuma ser negligenciada, havendo maior possibilidade de
exames parasitolégicos negativos'®'"'; na reativagéo da fase crénica em individuos imunocomprometidos, especialmente
por HIV, a parasitemia € elevada com disseminagao dos parasitas até o sistema nervoso central sendo indicada a pesquisa
do liquor e até de outros fluidos bioldgicos pelo exame direto a fresco; em acidentes de laboratério a maioria dos casos
apresenta positividade ao exame a fresco, se negativo, devendo-se fazer os exames de concentragdo de sangue®5813,

A obtencdo de um exame direto positivo depende do tempo de evolugdo da doenga e do mecanismo de
transmissao. Nos primeiros dez dias esses exames sao frequentemente negativos e, apoés trinta dias do inicio dos
sintomas, os parasitas circulantes decrescem sendo necessario o exame de varias laminas ou de exames sucessivos®2.

Métodos indiretos de diagnéstico parasitolégico

Os métodos indiretos sdo métodos que visam a ampliar a parasitemia. Como s&o demorados seu uso € mais
recomendado na fase cronica®"®.

O xenodiagnostico, descrito por Brumpt em 1914, inicialmente foi pouco utilizado®. As primeiras referéncias
do emprego desse método no diagndstico da doenca de Chagas sédo de Torrealba, na Venezuela, em 1934; de
Emmanuel Dias, no Brasil, em 1940 e de Bacigalupo, na Argentina, em 1936°. O método s6 passou a ser utilizado
rotineiramente apds sua padronizagao por Cerisola e colaboradores, em 19742'. A partir de entéo foi um dos métodos
indiretos mais submetidos a sucessivas revisdes até hoje, visando a otimizagdo dos resultados'®??2°, Consiste
na alimentacao de ninfas de triatomineos de qualquer espécie, principalmente Triatoma infestans, uma das mais
adaptadas as condi¢des de criagdo e manutengdo em laboratério, com sangue do paciente?-3'. O xenodiagndstico
pode ser natural ou artificial. Para o xenodiagnéstico natural sado utilizadas de 30 a 40 ninfas, de 3°e 4° estadio, em
jejum, de 15 a 25 dias, contidas em frascos de plastico protegidos por tela de fil6. Quando sao escolhidas ninfas de
D. maximus, uma espécie que tem grandes dimensdes, utilizam-se ninfas de 1° estadio. Estes frascos sédo aplicados
sobre a pele de bragos e antebragos do paciente por 30 minutos ou até a replecdo das ninfas?35. As ninfas de 3°e
4° estadio chegam a aumentar até cinco vezes o seu peso corporeo; de 8 a 11 mg para 48 a 61 mg, e de 28 a 45
mg para 136 a 179 mg, respectivamente?.

O xenodiagnéstico artificial foi uma variagao introduzida para evitar reagdes de hipersensibilidade em pacientes
alérgicos ou imunocomprometidos, pacientes estes que aumentaram em numero com o advento da sindrome da
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imunodeficiéncia adquirida (AIDS). Esta metodologia evita o desconforto do contato do paciente com os insetos 33-%°,
A utilizagcdo do xenodiagnéstico artificial possibilita o uso de espécies como Rhodnius sp e T. palidipennis que sao
altamente suscetiveis ao parasita®®.

Nesta técnica o sangue (cerca de 8 mL) é colhido com anticoagulante, preferencialmente heparina, colocado
em frasco vedado com filme plastico especial ou condom, sem espermicidas e lubrificantes e oferecido as ninfas
contidas em outro frasco®-%*. No Laboratério de doenca de Chagas do Instituto Adolfo Lutz segue-se a seguinte
metodologia: o sangue colhido é colocado em frasco de borrel, aquecido a 37° C e vedado com filme plastico comum.
O sangue é oferecido as ninfas contidas em outro frasco. O conjunto de frascos é envolto por serpentinas plasticas
por onde passa agua aquecida por banho-maria a 37°C, por quarenta e cinco minutos, (aparato desenvolvido no
laboratério de doenga de Chagas do Instituto Adolfo Lutz). Neste mesmo laboratério o xenodiagnostico natural é
aplicado somente em animais silvestres*.

Ap0s o repasto sanguineo natural ou artificial os frascos com ninfas sdo mantidos em insetario climatizado a
26-28°C e umidade de 75 a 85%. As fezes obtidas por compressédo abdominal sdo examinadas no método artificial
aos 25, 35 e 60 dias, apos o repasto, e no natural 30 e 60 dias, apds a alimentacao. As fezes sédo colocadas com
uma gota de solugéo fisiolégica entre lamina e laminula para observagao ao microscépio com aumento de 400x para
observagéao de tripomastigotas metaciclicas e também de epimastigotas, que podem ser vistas em caso de compressao
muito intensa. A periodicidade do exame das ninfas e a forma de obtencdo das fezes (compresséao individual, em
“pool” ou por dissecagdo dos insetos) variam de acordo com a experiéncia de cada autor®*4'. Em nosso laboratério
realiza-se o exame individual que permite melhores resultados, uma vez que o uso de “pool” de fezes pode diluir as
amostras, no caso de baixa parasitemia.

Quando utilizado na fase aguda, para evitar a demora nos resultados, a primeira observagao pode ser
antecipada para cerca de 15 dias apds o repasto. Em nossa pratica rotineira, além do exame do material fecal, faz-se
a dissecgao de algumas ninfas, com leitura do conteudo intestinal. A sensibilidade do xenodiagndstico na fase aguda
€ de 85 a 100 % e na maioria dos servigos, quando aplicado em pacientes cronicos, é de 50%. A especificidade
também é alta, excetuando-se os casos de infeccdo por T. rangeli e a possibilidade de contaminagao do insetario por
Blastocrithidia triatomae um parasita de triatomineos®#2. As formas epimastigotas de blastocritidias sdo aparentemente
iguais as de T. cruzi, com a diferenga de que sdo mais numerosas, apresentam grande nimero de vacuolos em seu
citoplasma e um flagelo longo ao qual podem estar aderidas formas encistadas assemelhadas a bandeirinhas de
Sao Joao (straphangers)®.

A hemocultura é um método indireto introduzido como diagndstico parasitolégico desde a década de
1940. Apresentava resultados bem inferiores ao xenodiagnéstico, ndo sendo entdo muito utilizado. Os resultados
eram comprometidos, pois o sangue total era semeado em grande quantidade em poucos tubos, o que inibia
o desenvolvimento das formas de T. cruzi®5. Apds os trabalhos de Chiari e Brener, em 19667, com sucessivos
aperfeicoamentos, revistos por Chiari, em 1992, voltou a ser empregado até os dias de hoje com resultados
comparaveis aos do xenodiagnostico*#°. Varias modificagdes foram introduzidas e, atualmente, existe um consenso
quanto a algumas variaveis: o volume de sangue a ser semeado deve ser de 20 a 30 mL; o anticoagulante mais
usado é a heparina na concentracdo de 10 unidades/mL; o processamento do sangue deve ser imediatamente apds
centrifugacao a 4°C; a separacéo e o descarte do plasma é fator indispensavel, pois os anticorpos e o complemento
podem lisar os parasitas; a semeadura somente de hemacias e do creme leucocitario é realizada em varios tubos
(em geral seis tubos), para evitar a contaminagao de todo o material. O meio LIT (Liver Infusion Tryptose) é o mais
empregado e as culturas sdo mantidas em estufa a 28 °C para serem observadas mensalmente até 90 ou 120 dias.
Para o diagnostico da fase aguda, é interessante realizar leituras precoces (cerca de 15 dias)3“.

A hemocultura da mesma forma que o xenodiagndstico € empregada para o isolamento de cepas, avaliagéo
de tratamento e para a realizagéo de estudos de caracterizagao bioldgica e bioquimica dos parasitas*® 4748,

Os exames parasitologicos indiretos podem ser empregados também em estudos de campo e experimentais
com diferentes mamiferos silvestres, para o isolamento e monitoramento das cepas circulantes em diferentes regides*.
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A xenocultura € uma metodologia que consiste em semear o trato digestivo obtido por dissecgdo dos
triatomineos positivos no xenodiagndéstico, em meios de cultivo bifasicos, mantidos em estufa a 28 °C com
observacao semanal até 30 dias. Esta pratica é indicada para otimizar o isolamento de cepas e nao comumente
para o diagndstico de rotina*®49,

A inoculagdo em animais suscetiveis era praticada com frequéncia em décadas passadas. Na fase cronica
da tripanossomiase, nos primeiros anos apés a sua descoberta, o diagndstico de laboratério era feito por inoculagao
do sangue dos pacientes em cobaias. Chagas descreveu a presenca de formas parasitarias esquizogdnicas no
pulmao destes animais infectados, julgando serem formas de T. cruzi. Este achado passou a constituir um método
diagndstico na infecgdo experimental de cobaias até 1913, quando foi demonstrado que se tratava, na verdade, de
outro parasito, o Pneumocystis carini, e o método foi abandonado®. Atualmente esta metodologia é pouco utilizada
na rotina diagndstica. Um dos fatores limitantes é a necessidade da existéncia de biotérios para manutencao de
animais isogénicos, como os camundongos BalbC, mais suscetiveis ao T. cruzi. Porém, quando ha a possibilidade
de sua execugado, a maior possibilidade de sucesso € alcangcada com a inoculagdo de sangue de paciente na fase
aguda. Sao colhidos 5mL de sangue heparinizado e se procede a inoculagao intraperitoneal de 0,1 mL desse sangue
em camundongos machos jovens (1 més), por serem considerados mais suscetiveis. Prossegue-se entdo com a
observacgéao diaria do sangue retirado da cauda dos animais por 30 dias. Mesmo tendo o indculo sido sangue de
paciente em fase aguda, a parasitemia nos camundongos é baixa e persiste durante alguns poucos dias. Este
método é mais utilizado em institutos de pesquisa para estudos experimentais. Pouco usado em diagndstico de
rotina, mas, todavia, € mais uma alternativa diagndstica, quando os métodos diretos sdo negativos, tanto na fase
aguda quanto na crénica?35,

Pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR), a partir da década de 1990, sdo amplificados os acidos nucleicos
do parasita®®. O método pode ser aplicado em sangue de pacientes, fezes de triatomineos®®®' ou outros materiais
biolégicos, com alta sensibilidade, considerada por alguns autores, superior as do xenodiagnéstico e hemoculturas?.
Este método é indicado, acoplado a hibridizagdo com sondas moleculares, como teste confirmatério, por ter
apresentado resultados promissores. E, além disso, quando houver forte suspeita de fase aguda e os parasitolégicos
diretos forem negativos existe a indicagao da associacéo do diagnéstico molecular as técnicas sorolégicas (dosagem
de anticorpos IgM ). Na fase crénica também deve ser empregado quando os testes sorologicos forem duvidosos
e ainda para controle de cura apds tratamentos e em regides onde existe infeccdo por T. rangeli. Porém, existe a
preocupacgao quanto a especificidade, quando realizado em servigos de rotina. Acrescendo-se o fato de nao estar
disponivel comercialmente. Portanto, os resultados obtidos, para terem valor diagnéstico, devem ser oriundos de
instituicbes que compdem a rede nacional de referéncia para diagndstico da infeccdo e controle de qualidade®*5%3,

Conclusao

Os métodos parasitoldgicos apresentam uma sensibilidade pouco desejavel. Um exame negativo ndo afasta
a possibilidade da infecgédo, no entanto, um resultado positivo tem valor diagnéstico absoluto e confirma de forma
indiscutivel a infecgao por T. cruzi excetuando-se a infecgéo por T. rangeli.

Todos os exames indiretos séo considerados laboriosos, de custo elevado, ndo estando disponiveis em
laboratérios comuns de andlises e ndo sendo indicados como primeira escolha no dia a dia para o diagnéstico da
fase crbnica; mas a repetigéo seriada destas provas permite o aumento da positividade, otimizando os resultados.

A escolha do método diagnéstico para as duas fases da doenca de Chagas depende das facilidades
existentes em cada laboratério ou institutos de pesquisa, e o ideal seria a utilizacdo dos varios métodos
disponiveis simultaneamente.

Pode-se, entao, concluir que na época comemorativa do centenario da descoberta da doenca de Chagas, e
considerando-se os conhecimentos atuais, os exames parasitoldgicos, alguns deles também desenvolvidos ha 100
anos, continuam a colaborar para elucidar situagdes clinicas e epidemiologicas sugestivas da transmissao desta tao
importante tripanossomiase.
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DOENGA DE CHAGAS: DIAGNOSTICO DE LABORATORIO
Antonio Walter Ferreira clawsmbf@usp.br
Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo — Universidade de Sao Paulo

O diagndstico de laboratério da doenga de Chagas é feito por métodos parasitoldgicos, radiolégicos e por
testes soroldgicos.

Os métodos parasitologicos de diagnéstico podem ser utilizados tanto na fase aguda como na fase crbnica
da doenca.

Na fase aguda sao utilizados métodos diretos para pesquisa de tripanossomas na corrente sanguinea e,
indiretos como o xenodiagnéstico que apresenta elevada sensibilidade. A pesquisa de tripanossomas pode ser feita
por microcospia direta, onde o sangue é examinado entre lamina e laminula, durante as primeiras seis semanas
da doencga. Variaveis do método direto, como a coloragdo de Giemsa, gota espessa, concentragdo do sangue ou
microhematdcrito, aumentam a probabilidade da deteccéo de baixas parasitemias. Uma variavel promissora, o sistema
Quantitative Buffy Coat (QBCA- MeETHOD), que esta sendo utilizado na pesquisa de plasmadios, tem sido aplicado com
sucesso na pesquisa de tripanossomas, principalmente quando o nivel de parasitemia € muito baixo. Varios autores
referem a importancia do método na pesquisa de tripanossomas em recém-nascidos com infecgdo congénita, em
material de medula éssea, em pacientes cardiacos transplantados e em liquido cefalorraquidiano.

O método Polumerase Chain Reaction (PCR) é altamente sensivel para detecgdo de DNA do parasita. Para a
doenca de Chagas poderia representar importante procedimento para os casos com resultados sorolégicos duvidosos. Em
outras palavras, poderia ser utilizado como Gold Standart Test na definicao da etiologia chagasica. Varios pesquisadores tém
estudado a padronizagédo do método para ser aplicado na sele¢ao de doadores de sangue, em inquéritos epidemiolégicos
ou para diagndstico da infecgao congénita. O tempo necessario para execugéo do teste, o alto custo e os falsos resultados
positivos obtidos, decorrentes de contaminagéo ambiental, tém limitado a utilizagdo do método.

Em relagdo a sensibilidade do PCR, Sturm et al. detectaram 0,1% do genoma de um Unico parasita, na
presenca de bilhdes de DNA humano, quando utilizaram um fragmento de cinetoplasto de T. cruzi. Maior sensibilidade
foi obtida por Moser et al., detectando 0,05% de DNA do parasita, utilizando uma sequéncia repetitiva nuclear de DNA.
Experimentalmente em camundongos, o método tem permitido a detecgao de 8 a 10 parasitas em 100ml de sangue.

Chiari, em 1999, comparou PCR com hemocultura e lise mediada por complemento na detecg¢ao da infecgao
por T. cruziem individuos procedentes de diferentes regides do Brasil, endémicas ou néo, e que apresentavam testes
sorologicos positivos, negativos ou inconclusivos. A técnica foi capaz de detectar um parasita integro ou 0,01% de
fragmentos de DNA de T. cruzi circulando no sangue de individuos contaminados. O desempenho da PCR foi avaliado
em 126 amostras de sangue de individuos provenientes de areas endémicas (113) e ndo endémicas (13). O método
foi positivo em 83,5% dos individuos com sorologia positiva, 47,6% dos casos com sorologia negativa e 46,2% dos
casos com sorologia inconclusiva. Dos dez individuos com PCR positivo e sorologia positiva, oito apresentavam
lise mediada por complemento positiva. No grupo controle 100% das amostras foram PCR negativas. Os resultados
sugerem que a PCR poderia ser utilizada como critério de cura pds-terapéutica antitripanossomicida e na selegao
de doadores em bancos de sangue.

Os testes sorologicos sao amplamente utilizados na doenga de Chagas para selecionar doadores em bancos
de sangue, para acompanhamento da terapéutica antiparasitaria, para fins sociais na sele¢ao de trabalhadores, para
confirmar ou excluir uma suspeita clinica e para inquéritos soroepidemioldgicos. O resultado do teste soroldgico é de
probabilidade e sua positividade ou negatividade ¢é influenciada por fatores inerentes aos testes ou ao hospedeiro,
como a prevaléncia da doenca, a sensibilidade e a especificidade dos testes e o0 estado imunolégico do paciente.

Muitos testes tém sido padronizados e aplicados para os diferentes propdsitos acima referidos.

E importante lembrarmos que T.cruzi apresenta grande complexidade antigénica, o que influencia a resposta
imunoldégica do hospedeiro e tem levado diversos pesquisadores, através da biologia molecular e sintese de peptideos,
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a procurarem antigenos, altamente sensiveis e especificos, que sirvam para a pesquisa de anticorpos, quando
fixados a suportes inertes ou para a pesquisa de antigenos circulantes, quando utilizados na producgéo de anticorpos
monoclonais. Stolf, em 1992, definiu como antigeno ideal aquele que deveria estar presente em todas as cepas
isoladas de diferentes areas endémicas, nao estar presente em outros agentes etioldgicos de doencas infecciosas e
parasitarias, ser altamente imunogénico, estavel e facilmente obtido para utilizacdo em testes soroldgicos.

A seguir, vamos abordar os testes que estao sendo utilizados atualmente na sorologia da doenga de Chagas
em diferentes paises do mundo.

Hemaglutinagao

Teste amplamente utilizado para fins de diagndstico, triagem e inquéritos soroepidemiolégicos. Hemacias
de mamiferos ou de aves previamente tratadas por aldeidos, como o formol, sdo sensibilizadas com componentes
antigénicos de T.cruzi, parcialmente ou totalmente solubilizados. O produto liofilizado ou em suspensao apresenta
excelente estabilidade, por longo periodo de tempo mesmo em condi¢gdes adversas de armazenagem e temperatura.
O teste quantitativo ou qualitativo é feito em placas plasticas, normalmente utilizadas para microtitulagdo. Hemacias
frescas, nao tratadas com aldeidos, quando sensibilizadas, apresentam boa sensibilidade na detec¢ao de anticorpos
anti T.cruzi, porém, apresentam baixa estabilidade, mesmo quando conservadas em baixas temperaturas.

Diferentes extratos antigénicos de T.cruzitém sido utilizados para sensibilizar as hemacias. O extrato antigénico
alcalino, obtido por digestao dos parasitas com hidroxido de sédio, e o extrato obtido por sonicagdo de parasitas com
solugdo tamponada de fosfatos sdo os que apresentam melhor desempenho na sorologia da doenga de Chagas. O
tratamento prévio dos soros com 2 mercaptoetanol aumentou a especificidade do teste.

O teste de hemaglutinacao foi testado por Neal e Miles, utilizando a cepa Y cultivada em meio de LIT, em
eluatos de sangue coletado em papel de filtro, de populagbes de diferentes paises da América Latina. Nao foram
observadas diferencgas regionais na resposta de anticorpos, dando a entender que a somatdria de epitopos antigénicos
presentes no parasita compensa eventuais variagdes antigénicas regionais.

O teste de hemaglutinagdo é recomendado para triagem de doadores de sangue, em pequenos bancos de
sangue, por ser pratico, de facil manipulagéo e de baixo custo. O limiar de reatividade do teste deve ser determinado
para cada servigo, principalmente em laboratérios de bancos de sangue que necessitam de testes com maxima
sensibilidade. Atualmente, existem no mercado brasileiro “kits” bem padronizados de diferentes procedéncias, que
atendem as exigéncias estipuladas pelas normas técnicas do Ministério da Saude, conforme dados publicados apés
reunido patrocinada pelo Ministério.

Imunofluorescéncia

O teste de imunofluorescéncia indireto normalmente é feito com formas epimastigotas de T.cruzi, cepa Y,
obtidas a partir de cultura em meio de LIT. Tripanosomas formolizados s&o fixados em laminas de vidro e incubados
com o soro diluido, por 30 minutos, a 37°C. Apods lavagens, as laminas sdo incubadas com conjugado fluorescente
(soro de carneiro ou cabra anti IgG ou anti IgM humanas marcado com isotiocianato de fluoresceina). Apds incubacgao
e lavagens, o preparado é analisado por microscopia de fluorescéncia. O teste de imunofluorescéncia para pesquisa
de anticorpos IgG anti T.cruzi tem sido considerado como teste de referéncia na sorologia da doenca de Chagas. A
pesquisa de anticorpos IgM anti T.cruzi tem valor significativo no diagnéstico da doenga aguda.

Diferencas antigénicas sdo observadas nos diferentes estagios evolutivos de T.cruzi. Camargo encontrou
titulos de anticorpos mais elevados com formas tripomastigotas do que com formas epimastigotas. Primavera et al.
compararam formas epimastigotas com formas amastigotas e tripomastigotas de T.cruzi. Concluiram que as formas
amastigotas sdo mais reativas para detecgdo de anticorpos IgA anti T. cruzi, principalmente em pacientes com a
forma digestiva da doenca. Esse achado foi importante para corroborar as observagoes feitas por Luquetti et al. que
encontraram casos de pacientes chagasicos, confirmados pelo xenodiagnéstico, com falsos resultados negativos
na pesquisa de anticorpos IgG anti T.cruzi, utilizando formas epimastigotas fixadas em laminas de microscopia. Por
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serem muito reativas, as formas amastigotas podem apresentar falsos resultados positivos, e atencédo especial deve
ser dada ao limiar de reatividade do teste.

Diferentes fatores podem influenciar o resultado do teste de imunofluorescéncia. A qualidade da microscopia de
fluorescéncia e dos antigenos, a diluigdo correta do conjugado e o critério de leitura dos preparados obtidos sao os principais
fatores envolvidos no teste e devem ser rigorosamente padronizados para obtengéo de resultados confiaveis. Para se
considerar uma reagao positiva € necessario que toda a parede celular do parasita esteja fluorescente. Fluorescéncia
pontilhada ao longo da parede pode significar que os parasitas estejam em processo de deterioragdo por umidade residual.
Fluorescéncia de corpo indica uma reagao inespecifica principalmente relacionada a presenca de outras patologias.

Em relagdo ao limiar de reatividade do teste, na triagem sorolégica em bancos de sangue, tem sido
recomendado 1:20 e 1:40. Alguns servigos utilizam limiares mais baixos, o que contribui para o aparecimento de
falsos resultados positivos. Cuidados adicionais como o0 acompanhamento clinico dos doadores soro positivos, sem
antecedentes chagasicos, tém sido recomendados para definicao do verdadeiro quadro clinico do doador e evitar a
sua marginalizagao pela sociedade.

Em laboratérios clinicos normalmente o limiar de reatividade utilizado € 1:40, para a pesquisa de anticorpos
IgG anti T. cruzi.

Enzimaimunoensaio

Ferreira, em 1975, descreveu a padronizagao e a utilizagao do teste de imunoperoxidase no diagnostico da
doenca de Chagas, utilizando formas epimastigotas de T.cruzi, formolizadas e fixadas em [aminas de microscopia
como antigeno e conjugado enzimatico (soro de carneiro ou cabra conjugados a peroxidase). Apds incubagédo com soro
diluido e conjugado, o complexo é revelado com substrato e doador de hidrogénio. O teste padronizado apresentou
a mesma sensibilidade e especificidade observadas para a imunofluorescéncia. O aspecto pratico é que a coloragao
resultante pode ser visualizada por microscopia 6ptica comum, o que reduz consideravelmente o custo do teste.

Voller et al. descreveram o teste ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) para o diagnéstico da doenga
de Chagas. O teste foi padronizado em placas de microtitulagdo, com componentes antigénicos soluveis de T.cruzi
previamente adsorvidos. Apds incubagdo com soro e conjugado enzimatico, a reagao é revelada com substrato e
doador de hidrogénio que libera cor no sobrenadante. A intensidade da coloragéo, proporcional a quantidade de
anticorpos presentes na amostra, é avaliada por espectrofotometria.

O teste imunoenzimatico padronizado abriu amplas perspectivas na sorologia da doenga de Chagas, por ser
sensivel, especifico, com leitura objetiva e passivel de automagéao. A possibilidade de utilizar fragées antigénicas
definidas, obtidas por processos fisicos e quimicos, sintese ou biologia molecular, € um objetivo que esta sendo
investigado por diferentes pesquisadores em diferentes partes do mundo. O exemplo do teste de hemaglutinagao
existe, no mercado, com reagentes bem padronizados para serem usados, principalmente na triagem de doadores
de sangue. Oelemann et al., em 1998, fizeram um estudo para avaliar o desempenho de diferentes reagentes
comerciais. Mostraram que dependendo da area onde as amostras de sangue foram coletadas, a especificidade
dos reagentes variou de 93,3% a 100%, a sensibilidade de 97,7 a 100% e a precisdo de 93,6 a 100%. Nenhum dos
reagentes comerciais apresentou indice de 100% para os parametros avaliados.

Uma das aplicagbes do teste imunoenzimatico € a possibilidade da utilizagdo de antigenos recombinantes
ou peptideos sintéticos fixados a superficie de placas de microtitulagdo. Essa possibilidade podera se tornar uma
ferramenta importante no aprimoramento do diagnéstico sorolégico da doencga de Chagas. Umezawa et al., em 1999,
testaram seis antigenos recombinantes no teste imunoenzimatico: H49, JL7, JL8, B13, A13 e 1F8, em 541 amostras
de soros (304 de pacientes chagasicos e 237 amostras de individuos nao chagasicos) provenientes de nove paises:
Argentina, Brasil, Bolivia, Chile, Colémbia, El Salvador, Venezuela, Guatemala e Honduras. A sensibilidade do ensaio
variou de 93,4 a 99%, e a especificidade foi de 96%. Nesse estudo usando formas epimastigotas do parasita obteve
sensibilidade de 100% e especificidade de 84%. Foi sugerido que a associagao de diferentes antigenos recombinantes
poderia fornecer indices maximos de sensibilidade e especificidade, fato que precisa ser muito bem estudado.
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Western Blotting

Diferentes laboratérios do mundo estdo pesquisando um método de laboratério que seja confirmatério
da infecgdo chagasica. Dos diferentes métodos que estao sendo apresentados, o descrito por Umezawa et al.,
em 1996, parece ser o mais realista no diagndéstico da doenga de Chagas. O método denominado TESABLOT
€ um Western Blotting feito a partir de antigenos de secrecdo e excregao de formas tripomastigotas de T.
cruzi. Trabalhando com amostras de sangue de pacientes chagasicos, formas congénita, aguda e crénica, e
de individuos nao chagasicos os pesquisadores encontraram 100% de sensibilidade e especificidade. Mostrou
que apos a corrida eletroforética e transferéncia para fitas de nitrocelulose, os soros de pacientes cronicos e
agudos reconhecem bandas diferentes. Na nossa experiéncia, o método foi capaz de resolver 80% dos casos
considerados inconclusivos pela sorologia convencional.

Conduta referente a resultados inconclusivos de provas sorolégicas para diagnéstico da doen¢a de Chagas

A sorologia usada como ferramenta de diagndstico fornece resultados que devem ser interpretados
em associagdo com dados clinicos e epidemiolégicos do paciente. Os resultados dependem da sensibilidade
e especificidade do teste empregado e do estado imunolégico do paciente. Muitas vezes, testes de elevada
sensibilidade fornecem resultados clinicos de pouco valor que, inclusive podem interferir negativamente na
conduta do clinico. Para evitar essas interferéncias e entendendo os resultados sorolégicos como de probabilidade,
costuma-se utilizar como conduta dois testes geralmente de principios diferentes para um melhor conhecimento
do estado imunolégico do paciente frente a um determinado processo patolégico. Se de um lado essa é a melhor
alternativa, de outro temos que resolver problemas decorrentes de resultados discrepantes que levam a indefinicao
do diagndstico soroldgico.

Na doenca de Chagas “resultados inconclusivos” sdo frequentes tanto no diagnéstico individual como
na triagem de doadores em bancos de sangue. Na triagem de doadores de sangue durante muitos anos foi lei
obrigatdria no Brasil, para a doenga de Chagas, a utilizagdo de dois testes de principios diferentes para a selegéo
de bolsas de sangue. Inicialmente os bancos de sangue utilizavam, na rotina, os testes de imunofluorescéncia
indireta e hemaglutinagcao na triagem sorolégica. Para o sorologista ficava claro que essa associagao traria
resultados discrepantes uma vez que a sensibilidade e a especificidade dos testes eram diferentes. Mais tarde,
o teste imunoenzimatico ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay), passivel de ser automatizado, passou
a ser utilizado como principal teste associado a imunofluorescéncia indireta e/ou a hemaglutinagdo. Da mesma
forma, em qualquer uma das associagdes propostas, resultados inconclusivos eram obtidos. Para os bancos de
sangue, a recusa das bolsas de sangue era obrigatéria quando os resultados eram reagentes nos dois testes
ou reagente em apenas um teste. O elevado indice de rejei¢do de bolsas, principalmente quando um dos testes
escolhidos era o de imunofluorescéncia indireta, de leitura subjetiva e de dificil padronizagéo, levou diferentes
setores da hemoterapia a reclamarem por mudancas na lei do sangue. Em dezembro de 2003 foi aprovada pelo
Ministério da Saude em uma nova portaria que regulamentou a triagem sorolégica do sangue. Para a doenga
de Chagas foi aprovada a utilizagao de “um teste soroldgico de alta sensibilidade”. A definicdo do indice minimo
de sensibilidade ficou por conta dos editais publicados pelos bancos de sangue quando da concorréncia para
a compra do reagente.

Para os laboratdrios clinicos a situagao permaneceu inalterada, pois a maioria utiliza dois testes na sua
rotina, seguindo determinacao da Organizagdo Pan Americana da Saude (OPAS) / Organizagdo Mundial da
Saude (OMS).

Na tentativa de sanar os problemas decorrentes de resultados inconclusivos, pesquisadores de varias partes
do mundo procuraram padronizar um teste que fornecesse resultado que expressasse sorologicamente o verdadeiro
estado imunolégico do individuo frente a exposicéo ao T. cruzi.

Varios testes foram apresentados como candidatos a “teste confirmatério” da infecgdo chagasica, como foi
amplamente publicado na literatura. Entre os testes, chama atengao o teste padronizado no Instituto de Medicina

44



Tropical de Sao Paulo por Umezawa et al.. O teste denominado TESAblot € um imunoblot com antigenos de secregéo
e excrecao de formas tripomastigotas de T. cruzi obtidos no sobrenadante do cultivo celular do parasita. O teste
apresentou sensibilidade de 100% em todas as avaliagbes feitas até o momento, utilizando painéis de soros de
diferentes paises da América Latina. A especificidade do teste é de 99%, mesmo quando avaliado frente a amostras
de soros de pacientes infectados por Leishmania sp.

Os indices de sensibilidade e especificidade do TESAcruzi garante ao teste valores preditivos positivo e
negativo que o comparam aos testes usados como confirmatérios para comprovagéo da infecgdo pelo HIV.
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PANORAMA HISTORICO DO DIAGNOSTICO DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA (METODOS
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Resumo

O presente estudo faz uma retrospecgao histérica do diagnéstico laboratorial da Leishmaniose Tegumentar
Americana. O exame parasitologico direto é realizado a partir de esfregagos de diferentes materiais bioldgicos
como raspados e aspirados de lesao, fixados e corados pelo corante de Giemsa e que, desde 1930 até os dias de
hoje, & utilizado e considerado como padréo ouro. Os testes imunolégicos como a Reagdo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI) e os testes imunoenzimaticos (ELISA), desenvolvidos nas décadas de 60 e 70, apresentam reagdes
cruzadas ou falsos negativos, comprometendo a sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade dos testes frente
aos baixos titulos de anticorpos observados no inicio e evolugdo da LTA. A intradermorreagdo de Montenegro,
utilizado pela primeira vez por J. Montenegro em 1924, usou extratos de Leishmania brasiliensis mortas. O teste
traduz a resposta de hipersensibilidade tardia, € de grande valor presuntivo, revelando se houve contato anterior do
parasita com o paciente e que envolve um conjunto de fatores que estéo relacionados a resposta humoral. O teste
de Montenegro é de grande utilidade e praticidade, especialmente em pesquisas epidemioldgicas, nos estudos de
incidéncia e prevaléncia, mas deve ser analisado com cautela devido a sua baixa especificidade. AReacado em Cadeia
da Polimerase foi empregada nos anos 80, com resultados inovadores, alta sensibilidade, contudo, em virtude do
elevado custo operacional da época, nao foi adaptada ao diagnéstico de rotina. Atualmente constitui-se o teste de
maior sensibilidade e especificidade, quando comparado aos métodos tradicionais, visto que as técnicas moleculares
ja estdo bem estabelecidas. Apresentam custo beneficio vidvel e ao alcance de muitos laboratérios, permitem além
de detectar o DNA do parasito do género Leishmania, também, identificar a espécie especifica envolvida na infecgao,
contribuindo com estudos epidemioldgicos relevantes para compreensao da transmissao, diagndéstico, tratamento e
controle da doenca.

Palavras-chave. historia; leishmaniose tegumentar americana; diagndstico parasitolégico e imunoldégico.

Introducao

As teorias sobre a origem e difusdo das leishmanioses evoluiram principalmente durante as eras bacteriolégica
e epidemioldgica. Na metade do século XV, os primeiros microscopios foram construidos e eram utilizados inicialmente
para investigar o mundo dos insetos, possibilitando assim a descoberta de microrganismos e agentes de doengas®® 12,

Essa descoberta refletiu um enorme significado médico-social no mundo todo, passando o homem a crer na
existéncia de agentes etiologicos e ndo simplesmente no paradigma da existéncia do miasma, interferéncia do meio
ambiente e a teoria dos germes.

No Brasil, a histéria parasitologia comeca a partir da criagdo da Sociedade de Medicina e Cirurgia no Rio
de Janeiro (1829) e da Escola Tropicalista Baiana com a investigacdo das doencgas tropicais como a filariose, a
ancilostomiase e a malaria (1866).

Em 1902, com a criagao do Instituto de Manguinhos, posteriormente designado Instituto Oswaldo Cruz, novas
doencgas foram descobertas como a tripanossomiase americana ou doenga de Chagas, febre amarela, peste e as
leishmanioses cutdneo-mucosas.

Em 1908 na Santa Casa de Sao Paulo ja era realizado o diagndstico de numerosos casos de leishmaniose
tegumentar que, na época, recebia varias denominagdes como ulcera de Bauru, ferida brava, ulcera do Noroeste
e outras. Ainda nao se conhecia a etiologia da doencga. Foi quando em 30 de margo de 1909, Adolfo Lindenberg
notificou a descoberta do parasito, identificando o agente causal da Ulcera de Bauru.
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Métodos Parasitologicos

A partir de 1911 muitos pesquisadores dedicaram seus estudos para o isolamento do parasito em meios de
cultivo (in vitro) e em diferentes animais como camundongos, cées, cobaias, macacos e outros (in vivo), inoculando-
os com material contendo Leishmania provenientes de Ulceras de pacientes. Desta forma a microscopia revelou as
formas, uma flagelada, a promastigota observada no tubo digestivo do inseto vetor infectado (Lutzomyia, Diptera,
Psychodidae) e nos meios de cultura, e a forma amastigota que se encontra nos tecidos (macrofagos) dos animais
infectados, inclusive o homem. O exame parasitoldgico direto &, até hoje, utilizado e continua sendo considerado
como o exame gold standart> 8.

Atécnica de coleta desses materiais requer pratica, seja da escarificagdo da lesdo, de aspirados de ganglios
ou biopsias de pele. Estes materiais podem ser distendidos em |&amina, fixados e corados pelo Giemsa ou semeados
em meios de cultivo acelulares ou inoculados em animais susceptiveis.

O exame parasitoldgico direto apresenta especificidade e sensibilidade, entre 60% e 95%, € pratico e de baixo
custo. Entretanto é imprescindivel mencionar que a positividade do método é proporcionalmente inversa ao tempo de
lesdo, ou seja, quanto mais antiga a lesdo os parasitos tornam-se menos abundantes, diminuindo as possibilidades de
encontra-los. Infecgdes secundarias por bactérias e fungos também podem alterar o aspecto da lesédo, prejudicando o
encontro e a visualizagao do parasito. O isolamento da Leishmania em meios de cultivo pode ser feito a partir de materiais
obtidos na lesdo, ganglios e outros tecidos, mas pode ser prejudicado pelos altos indices de contaminagao® 1516,

O método parasitoldgico direto ndo permite a identificacao e caracterizagdo da espécie de Leishmania envolvida
na infecgdo, pois morfologicamente elas sdo semelhantes e é importante mencionar que, em determinadas regides,
existem duas ou mais espécies circulando simultaneamente, que diferem entre si quanto a forma clinica da doenga
€ a resposta terapéutica.

Métodos Imunoldgicos

A reacéo intradérmica de Montenegro foi introduzida na pratica médica com a finalidade de auxiliar no
diagnostico da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)"35. O teste foi utilizado no diagnéstico da LTA pela primeira
vez por J. Montenegro em 1924, mas so foram publicados em 1926. Montenegro usou extratos alcalinos de Leishmania
brasiliensis; mais tarde, verificou-se que os extratos continham particulas do parasito, desta forma, passaram a ser
usadas suspensdes de Leishmania mortas e, mais recentemente, quebradas por meio de ultrassom™ % 8. O teste de
Montenegro traduz a resposta de hipersensibilidade retardada, de grande valor presuntivo, sendo positivo em torno
de 95% dos casos de LTA, porém, pode apresentar-se negativo nos quatro meses apos o inicio da lesdo cutanea;
assim como na Leishmaniose Visceral, na forma cutanea-difusa da LTA e em pacientes imunodeprimidos?: 8 °.

O teste de Montenegro ¢ altamente sensivel (100%), mas apresenta baixa especificidade (60%). Pacientes
podem apresentar sensibilidade a solucao salina fenolada, utilizada como solvente e conservante no preparo do
antigeno® '3, Além disso, pacientes que vivem em regides endémicas, ou ja tiveram a doenga e foram tratados, podem
apresentar 97% a 100% de positividade® '°.

De Lima Barros et al. observaram reagéo cruzada nos casos de infecgdo e/ou coinfecgéo por esporotricose,
justificando, também, a necessidade da utilizagdo de mais de um método diagnéstico. Portanto, o valor diagnéstico
do teste de Montenegro ¢ limitado principalmente em pacientes de regiao endémica. Devido a esses fatores de
interferéncia, recomenda-se muita cautela na interpretagdo dos resultados, visto que € um teste muito solicitado.

Os testes soroldgicos como a Reagao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e os testes imunoenzimaticos
(ELISA) desenvolvidos nas décadas de 60 e 70, apresentam reagdes cruzadas, comprometendo a sensibilidade,
especificidade e reprodutibilidade dos testes frente aos baixos titulos de anticorpos observados no inicio e
desenvolvimento da LTA' 7-8, Entretanto, estudos utilizando variagdes e combinagdes antigénicas tém despertado
grandes expectativas quando utilizados para comparagéo de titulos de anticorpos, antes, durante e apds o tratamento,
auxiliando no controle da resposta terapéutica e cura da doenca.

48



Consideragées Finais

Os testes tradicionais ndo devem ser abolidos, pois compreendem técnicas de facil execugao, baixo custo e
que apresentam bons resultados, considerando as diferentes fases da doencga.

Tanto o teste de Montenegro quanto ao exame direto, quando positivos, ndo permitem que seja identificada
qual a espécie/especifica de Leishmania envolvida na infecgdo, para tanto € necessario que se realize métodos
moleculares (PCR e outros) fazendo a extragdo de DNA da cepa isolada, por meio de cultivo ou do préprio material
bioldgico bruto (fragmentos de pele , aspirados de leséo ou de linfonodo).

Aidentificacdo das espécies de Leishmania circulantes nas regides endémicas pode contribuir com os estudos
relacionados a epidemiologia da doenga, envolvendo: reservatorios, vetores responsaveis pela transmissao, formas
clinicas apresentadas, resposta terapéutica e, principalmente, a possibilidade de producao de antigenos especificos, para
melhorar a especificidade e a sensibilidade dos testes imunoldgicos para o diagnéstico, controle do tratamento da LTA.
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Ainformacao genética, na maioria dos organismos, esta codificada no seu DNA, assim, o DNA de um organismo
pode ser sua “marca registrada”. Como todos os organismos sao relacionados entre si, algumas sequéncias de DNA
sdo comuns a todos, mas algumas sao Unicas desse organismo. Nos Ultimos anos, testes de identificagdo baseados
nas caracteristicas do DNA se tornaram um poderoso instrumento na identificagdo, tanto de individuos, como de
grupos de organismos, entre esses, patdgenos responsaveis por doencgas que afligem milhdes de pessoas. A busca
e utilizagdo de sequéncias de DNA de organismos do género Leishmania vém sendo desenvolvidas de modo a poder
detectar e identificar o organismo em hospedeiros, além de determinar o nimero de células do parasita em tecidos
de pacientes ou mesmo em reservatorios silvestres. A descricdo de sequéncias alvos como DNA ribossémico e o
gene que codifica a enzima glicose-6-fosfato desidrogenase vem permitindo a distingdo de grupos ou mesmo de
espécies de Leishmania. A padronizacao de teste baseado em PCR em tempo real permite além da identificacao,
a quantificagdo do parasita em tecido do hospedeiro. Os beneficios da aplicagdo desse teste podem ser amplos,
tais como: estabelecimento de correlagbes entre espécie e progndstico, indicagdes para tratamento e, no sentido
ecoldgico e epidemioldgico, auxiliar na obtencao de informagdes que possa servir para o desenho de estratégias de
controle das doengas por eles causadas.
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Doencas tropicais causadas por protozoarios causam grande sofrimento aos paises em desenvolvimento.
Duas importantes protozooses séo a leishmaniose e a tripanossomiase americana que afetam milhées de pessoas em
regides tropicais e subtropicais. Com um arsenal terapéutico extremamente reduzido, o tratamento destas doengas
continua deficiente, com uma elevada toxicidade, relatos de resisténcia e, muitas vezes, descontinuagao da produgéo.

Apesar do constante crescimento do parque industrial farmacéutico no Brasil e no mundo, recursos para a
pesquisa e desenvolvimento (P&D) de novos medicamentos para doengas negligenciadas continuam insipientes.
Este fato se deve por estas doencas afetarem grandes populagdes marginais ao processo econémico globalizado e,
assim, ndo séo vistas como mercados potenciais para o setor privado. Os avangos na pesquisa cientifica geraram um
grande conhecimento das bases celulares e moleculares da vida, resultando em sofisticadas estratégias terapéuticas
para o tratamento de diversas patologias. Em contraste, apesar da enorme prevaléncia de doencgas infecciosas em
paises subdesenvolvidos, a P&D de novos agentes terapéuticos nao evoluiu da mesma forma. A unido dos institutos
de pesquisa e universidades governamentais com o setor produtivo para a P&D, nesta area, parece uma realidade
distante para as doencas negligenciadas. Esforcos na construgdo de um centro publico de P&D, com os recursos
financeiros concentrados poderiam ser uma das possiveis alternativas nesta batalha.

51



THE ROLE OF PHLEBOTOMINE SALIVA ON THE ENHANCEMENT AND CONTROL OF LEISHMANIA INFECTION
O papel da saliva de flebotomineos na exacerbagao e controle da infecgao por Leishmania

Marcia Dalastra Laurenti*, Vania Lucia Ribeiro da Matta, Carlos Eduardo Pereira Corbett

'Laboratério de Patologia de Moléstias Infecciosas (LIM-50) da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo (SP), Brasil

Correspondéncia:

Marcia Dalastra Laurenti

Av. Dr. Arnaldo, 455 — 1° andar — sala 1152

CEP: 01246-903 — Cerqueira César — Sao Paulo (SP), Brasil
Fone: 55 11 3061-7426

Fax: 55 11 3081-7799

e-mail: mdlauren@usp.br

Resumo

A leishmaniose é uma enfermidade infecciosa causada por parasitos do género Leishmania que sao
transmitidos por insetos vetores. A infecgdo no hospedeiro vertebrado se estabelece no momento em que a fémea
do flebotomineo infectada, ao realizar o repasto sanguineo, regurgita na pele do mamifero as formas promastigotas
metaciclicas do parasito juntamente com parte do conteido da glandula salivar do vetor. Tem sido descrito que
componentes do conteudo da saliva do vetor tem propriedades imunomodulatérias facilitando o estabelecimento da
infecgdo no hospedeiro. Por outro lado, outros estudos mostram que a pré-sensibilizagdo do hospedeiro vertebrado
com saliva de flebotomineo leva a protegédo da infecgéo por Leishmania. Esta revisdo teve como principal objetivo,
revisar o papel da saliva na evolugao da infecgéo por Leishmania, quer seja na exacerbagao ou na protecgao.

Palavras-chaves: Leishmaniose, Leishmania, Phlebotomineo, Saliva.
THE ROLE OF PHLEBOTOMINE SALIVA ON THE ENHANCEMENT AND CONTROL OF Leishmania INFECTION

Abstract

Leishmaniasis is an infectious infirmity caused by parasites of the genus Leishmania, which are transmitted by
sand fly vectors. Infection of the vertebrate host is established when an infected female phlebotomine regurgitates the
metacyclic promastigotes of the parasite into the mammalian skin during blood feed, together with part of the vector salivary
gland contents. It has been reported that components of vector saliva content possess immunomodulatory properties
that facilitate the establishment of infection in the host. On the other hand, other studies show that presensitization of the
vertebrate host to phlebotomine saliva leads to protect against Leishmania infection. The main aim of this report was to
review the role of saliva in the evolution of Leishmania infection, with regard to exacerbation and protection.

Keywords: Leishmaniasis, Leishmania, Phlebotomine, Saliva.

Introduction

Leishmaniases are a group of noncontagious infectious diseases, with chronic evolution, caused by different
species of parasitic protozoans of the genus Leishmania. Visceral leishmaniasis principally affects cells of the
mononuclear phagocyte system of the bone marrow, lymph nodes, spleen and liver'?. Cutaneous leishmaniasis is
mainly characterized by skin tissue compromise and secondarily, by mucosa tissue lesions, depending on the parasite
species and host immunogenetic factors®*.
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Leishmaniases are amply distributed worldwide, occurring in numerous countries in the Americas and Europe.
The disease has also been reported in regions in Africa, in Middle Eastern countries and China. In the Americas,
leishmaniases are widely distributed from southern United States, through Central America to northern Argentina. In
the American continent, Brazil represents the largest territorial extension with endemic areas and one of the countries
with the highest rates of notification for this infection®®.

In the Americas, leishmaniases are considered primary zoonoses of wild mammals, such as rodents, marsupials,
edentates and primates, among which different species of Leishmania are transmitted by the bite of phlebotomine insect
vectors. Humans acquire the infection when they enter in contact with forest areas where the wild enzootic cycle of different
parasite species occurs. Thus, the disease assumes an occupational character, occurring in professional categories
that expose humans to intimate contact with the forest. Moreover, in regions that undergo expressive environmental
changes, domestic animals can exert an important role in the biological cycle of the parasites; as reservoirs that maintains
the parasites in the natural environment. In these regions, environmental changes also exert a major influence on the
biological behavior of species of phlebotomine vectors, as the most resistant species are capable of adapting to the
environmental transformations, establishing new ecological niches for their survival in peridomestic settings’.

Leishmaniasis agents are protozoan parasites of different species belonging to the genus Leishmania.
Currently, approximately 30 Leishmania species are known worldwide, of which 22 are considered agents of human
leishmaniases. Species of the genus Leishmania are classified into two subgenera according to the evolutionary
behavior of the parasite in the digestive tract of the phlebotomine vector: Viannia, which develops from the posterior
to the anterior midgut; and Leishmania, which develops from the middle to the anterior midgut’. It should be noted that
all the species of the subgenus Viannia are autochthones of the Americas, while species of the subgenus Leishmania
are found in the Americas, Europe and Asia.

Infection of the vertebrate host is established when an infected phlebotomine female regurgitates the metacyclic
promastigotes of the parasite into the mammalian skin during blood feeding, together with part of the vector salivary
gland contents. At this time, the current understanding is that the majority of the parasites are eliminated by the
lithic action of the complement system and by neutrophils and eosinophils present in the host blood that flow to the
site of the skin punctured by the vector proboscis®. However, promastigote forms that escape the nonspecific host
defense mechanisms are phagocytized by skin macrophages, housed within the parasitophorous vacuoles, where
they transform into the amastigote forms. After successive binary divisions, the mass of parasites provokes increased
intracytoplasmic pressure inside the macrophage, disrupting the host cell and the free amastigotes are phagocytized
by other macrophages, establishing the infectious cycle in the host’.

The role of saliva on the exacerbation of experimental leishmania infections

Not so far, hematophagous vectors were regarded as simple delivery tools of pathogens they carry. However,
they all share one important feature: during probing and feeding, they salivate at the injured site facilitating blood
sucking, and the establishment of the infecting pathogen by the action of active components found in saliva®'112,

The first report concerning the effect of vector saliva on Leishmania infection dates from 1988, when Titus &
Ribeiro' showed a markedly enhancement of the cutaneous lesions and parasite load in mice infected with L. major
in the presence of salivary gland lysate (SGL) of Lutzomyia longipalpis compared to animals inoculated only with
parasites. Also, they further observed that infection could be established with only 10 to 100 parasites using SGL
in the inoculum™. Together, these two studies resulted in the establishment of experimental models of Leishmania
infection under closer conditions to the natural transmission.

Later studies showed that the effect of Lu. longipalpis SGL on the evolution of experimental infection was not
dependant on the mice lineage used, since both resistant and susceptible mice to L. major produced larger lesions
in the presence of saliva compounds?.

Other reports corroborated the effect of Lu. longipalpis SGL on the increased severity of infections caused by
L. major'®, as well as by other species of the parasite. L. (V.) braziliensis, which produces spontaneously regressing
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lesions even in BALB/c mice that are highly susceptible to other species of Leishmania, induced larger and longer-
lasting lesions with intense parasitism if co-injected with Lu. longipalpis SGL'"'®'9_ Lesion severity and the number of
parasites also increased in infections with L. amazonensis'®2%21,

One important issue was still required to be checked: the effect of saliva in the natural vector/parasite
combination. Only recently, Lu. longipalpis SGL was tested in L. chagasi infections. Surprisingly, the addition of SGL
in the inoculum did not alter the evolution of infection in dogs, did not lead to early amastigote detection and did not
increase the parasite load in the organs compared to control animals?2. Similar results were obtained for experimental
infection in hamsters?3. In another natural vector/parasite combination, Lu. whitmani SGL promoted larger cutaneous
lesions in mice infected with L. braziliensis?*. Nonetheless, in vitro experiments showed that pretreatment of human
monocytes with Lu. intermedia SGL did not change the parasite burden, as determined by the number of monocytes
infected by L. braziliensis or by the number of amastigotes per infected cell, compared to monocytes not exposed
to SGL?5. However, it should be highlighted that the exacerbation of cutaneous lesions and increased parasitism
have been consistently verified in L. major infections in the presence of SGL from Phlebotomus papatasi, the natural
parasite vector in the Old World'>2,

As a whole, vector saliva is accepted as a crucial element for the establishment of Leishmania sp based on
evidences that it : a- minimizes host hemostatic processes by vasodilatory and antiplatelet actions'®?728 b- modulates
the host immune response, and c- enhances parasite infectivity. Concerning this issue, Charlab and collaborators?°*
verified cytostatic effect of Lu. longipalpis SGL on Leishmania, indicating a role in the generation of infective parasites .

Regarding both the suppressive and immunogenic modulatory effects, in vitro experiments show that mice
macrophages pretreated with Lu. longipalpis SGL are incapable of presenting antigens, which compromises the
activation of specific T lymphocytes, are refractory to IFN-y activation, and drastically reduce the production of hydrogen
peroxide and nitric oxide, the main molecules responsible for lysing the parasite43':32,

Similar data have also been observed concerning SGL of Old World vectors, as human mononuclear cells when
exposed to P. papatasi SGL produce lower levels of IFN-y and higher levels of IL-63%. Moreover, SGL of Phlebotomus
duboscqi, the vector of L. major in Kenya, is chemotatic for monocytes and this attraction could represent one of the
mechanisms by which the saliva ensures the successful parasitism of macrophages in susceptible hosts3.

The in vivo effects of Lu. longipalpis or P. papatasi SGL on the immune response in experimental infections
show a much more complex picture and heterogenous results, which are dependent on the parasite species and the
genetic background of the animals used. Resistance of C57BL/6, CBA and C3H mice to L. major infection is a result
of the production of cytokines associated with Th1, especially IFN-y and TNF-a, while those associated with Th2,
particularly IL-4, determine disease progression in BALB/c mice®®.

The presence of P. papatasi SGL in the L. major inoculum promotes increased levels of IL-4, but not of IL-
10 and TNF-a, and a reduction in IFN-y, IL-12 and nitric oxide synthase production, a profile associated with the
enhanced severity of cutaneous lesions induced by saliva?®%. In contrast, Lu. longipalpis SGL determines increased
IL-10 production in BALB/c when inoculated with L. major®”.

Spontaneous control of experimental L. braziliensis infection is determined by IFN-y and IL-12 generation and
low production of IL-4%3°_ Lu. longipalpis SGL promotes an increase of two to three-fold more IL-4 levels in BALB/c
infected with L. braziliensis and lesions which persist for the lifetime of the mice’.

Infection with Leishmania amazonensis, on the other hand, causes progressive cutaneous lesions in most
inbred lineages of mice, with no evidence of a polarized Th1/Th2 response as observed in that caused by L. major.
Among others, IL-10, but not IL-4, has an important role in compromising the host immune response*'. Addition of Lu.
longipalpis SGL to the inoculum promotes a significant rise in IL-10 levels that is associated with increased parasite
infectivity and larger lesions?°.

Questions have been raised regarding which saliva components could be related to the effects above mentioned,
since a complex network of biologically and pharmacologically active molecules have been detected in the salivary
secretion, although investigations are still ongoing to better characterize these compounds (to review see Kamhawi,
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2000 and Andrade et al., 2007)*43, The most studied saliva is that of Lu. longipalpis whose principal component is
maxadilan (MAX), a potent vasodilator that also modulates cytokines production of human and mice macrophages by
up-regulating those associated with Th2, (IL-10, IL-6 and TGF-b) and down-regulating cytokines associated with Th1
(IL-12 and TNF-a) and nitric oxide production3*44, As a consequence, the parasite load of peritoneal macrophages of
mice infected with L. major is drastically increased in the presence of MAX*. In vivo experiments show that MAX can
also exacerbate infection with L. major to the same degree as whole salivary gland'®*5; nonetheless, another study
reports dissociation between the vasodilator effect of MAX and lesion enhancement in infections caused by L. major
or L. braziliensis*.

Maxadilan has not been identified in the saliva of other phlebotomines. However, other components as
adenosine and its precursor 5’-AMP are detected in P. papatasi saliva?® and both present vasodilatory and antiplatelet-
aggregation properties. In addition, they enhance the production of Th2 cytokines (IL-10, IL-6), but down-regulate those
of Th1 (IL-2 and IFN-y) and nitric oxide synthesis*"*¢. Adenosine and AMP have also been detected in Lu. Longipalpis,
but their in vivo effects on Leishmania infection have not been performed yet.

Currently, the mechanisms by which salivary compounds act and which of them are involved in the modulation
of host response and on parasite survival remain an unsolved question. Given the complexity of these molecules and
their possible interactions, it seems unlikely that full comprehension of these mechanisms will be elucidated soon.

Despite the fact that the parasites are transmitted exclusively by sand flies, the establishment of infection in
experimental models via sand fly bites is unusual and the scarce reports in literature have not addressed the host
response to infective bites*®%°. However, Kamhawi and collaborators®' recently described a murine model of L. major
infection transmitted by laboratory-reared P. papatasi that made it possible to compare the effects of real sand fly saliva
with salivary glands used in all experiments concerning saliva effects. Surprisingly, the infection of C57BL/6 mice
transmitted by vector bites always resolved over time, similarly to mice inoculated with parasite alone and in strong
contrast to the results obtained when SGL is inoculated together with L. major®®. In addition, the bites of infected P.
papatasi did not elicit a potent IL-4 response at the inoculation site observed in studies involving needle inoculation
of SGL, which was again more comparable to the inoculation with only parasites?. These data highlight a probable
bias when using salivary glands instead of real saliva.

To the best of our knowledge, all experiments concerning vector saliva effects were performed with lab-
colonized sand flies, which raised the question of whether SGL from lab-colonized vectors and that from sand flies
recently captured in the field could exert different effects on host and parasite survival. Our first study using SDS-PAGE
gel electrophoresis indicated diversity in the expression and concentration of proteins between Lu. longipalpis SGL
from these distinct sources, which prompted us to investigate their effects on Leishmania infection. We verified that
wild-caught Lu. longipalpis SGL induced smaller sized lesions and lower tissue parasitism, less inflammatory cells
at the inoculation site and lower production of cytokines associated with a susceptible response, compared to that
obtained from laboratory-reared vectors®. The results address another probable bias caused by the use of SGL from
lab-colonized sand flies instead of wild-caught vector SGL in experiments concerning saliva effects.

The role of saliva in protection from infections by leishmania

Recent studies have shown that components of insect vector saliva could be candidates for vaccines against
leishmaniases®*5*%%, Belkaid and collaborators?® were the first group to demonstrate that preexposure to the saliva could
result in protection. In their work, the exacerbation effect of infection by L. major in mice in the presence of P. papatasi
SGL was abolished when the mice were preexposed to vector saliva. In experiments involving the transmission of L.
major by P. papatasi bite, observation determined a significant reduction in pathology in mice previously exposed to
uninfected phlebotomine bite and in the transmission of parasites by other phlebotomines®'. The protection conferred
by presensitization with vector saliva appears to be associated with the delayed hypersensitivity (DTH) response,
since inhabitants from endemic areas exhibit a strong DTH response to vector bites*>%. This diverse and intense
dermatological reaction has also been observed in volunteers exposed several times to Lu. Longipalpis vector bites®.
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In mice preexposed to SGL, protection is also associated with reactive antibody generation that neutralizes the
enhancing effect of the saliva in Leishmania infections?®.

Studies in endemic areas suggest that natural exposure to uninfected phlebotomine bite could influence the
epidemiology of the disease. In residents from an endemic area for visceral leishmaniasis, the presence of class IgG
antibodies against the saliva of Lu. Longipalpis was detected®®. High levels of IgG1, IgG4 and IgE were detected in the
sera of volunteers exposed to Lu. Longipalpis bites®. Simultaneous to the development of humoral immune response
to saliva, immunity mediated by cells against Leishmania is also observed in residents from endemic areas®®. Individual
response to phlebotomine saliva can vary depending on genetic factors. In this way, individuals that develop positive
DTH for Leishmania antigens together with anti-saliva IgG antibodies could be protected against visceral leishmaniasis;
whereas individuals showing low anti-saliva antibody titers and negative DTH would not be*.

The protective response triggered by components of insect vector saliva appears to be parasite/vector specific,
since the exposure of BALB/c mice to bites from Old World vectors P. papatasi and P. sergenti and New World vector
Lu. longipalpis, led to the production of specific antibodies against the different saliva sources used. Moreover,
challenge with an infection specific to the New World, L. amazonensis, led to partial protection of mice preexposed to
Lu. longipalpis bites and the absence of protection for the other two phlebotomine species used?'.

A recent study showed that the immunization of hamsters with Lu. longipalpis salivary protein conferred
protection against the fatal evolution of experimental visceral leishmaniasis, such that the low parasite load was
correlated with an increase in the IFN-y/TGF-b ratio and an increase in iINOS expression in the spleen and liver; thus
reinforcing the concept of using phlebotomine saliva components in vaccine strategies?.

In contrast, immunization of BALB/c mice with Lu. intermedia salivary gland sonicate followed by challenge
with an inoculum containing L. braziliensis promastigotes or L. braziliensis with added Lu. intermedia salivary gland
sonicate, did not lead to protection, rather to a prolonged infection evolution®. Immunization with Lu. longipalpis
followed by the same challenge, showed infection evolution similar to controls, with increase in lesion size up to six
weeks postinfection, followed by spontaneous cure around 10 weeks postinfection. Besides vector/parasite specificity
in the development of an effective immunity against leishmaniasis, the different proteins that exist in phlebotomine
saliva must also be considered, since distinct proteins, such as PpSP15 and PpSP44 from P. papatasi, induce different
immunological profiles that are correlated with resistance and susceptibility, respectively®'.

Concluding remarks

e Insect vector saliva contains pharmacologically active components that block vertebrate host hemostatic processes,
facilitating blood feeding and the establishment of Leishmania infection.

o Extracts or lysates of Lu. longipalpis salivary gland lead to the exacerbation of infection caused by different
Leishmania species in different mice strains.

e Insect vector saliva plays a crucial role in establishing infection by helping the generation of infective metacyclic
promastigote forms in the vector gut and by modulating the host immune response, compromising the presentation
of antigens by macrophages, as well as by down-regulating Th1 and up-regulating Th2 responses.

e Regarding parasite/vector specificity, P. papatasi salivary gland extract promotes the exacerbation of infection by
L. major, whereas Lu. longipalpis and Lu. infermedia salivary gland extracts do not lead to the exacerbation of
infection by L. (L.) chagasi and L. (V.) braziliensis, respectively.

e Leishmania infection in the presence of wild-captured Lu. longipalpis salivary gland extract induces smaller sized
lesions, less inflammatory response in the skin lesion site and lower levels of cytokines associated with susceptibility
compared to infection in the presence of lab-colonized vector salivary gland extract.

e Presensitization of vertebrate host with salivary gland extract or by vector bite protects the host against infection
caused by coinoculation of parasites and vector saliva. Such protection is related to delayed hypersensitivity
response and appears to be species-specific, although contradictory results can be found in the literature.

e Different proteic fractions of vector saliva used in host presensitization may or may not induce protection.
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Taking all together, discrepancies were verified while comparing the available data regarding the effects of

vector saliva, which clearly demonstrate the need for further studies to fully understand the high complexity of the
vector- parasite- host interactions and the need to carefully investigate the role of saliva in the context of actual
transmission in nature.
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RELAGAO ENTRE COMPONENTES BIOLOGICOS DE TRIATOMINEOS E SOROS DE PACIENTES CHAGASICOS
Antonio Marcos de A. Levy. Instituto Adolfo Lutz. Sdo Paulo
amarcoslevy@ig.com.br

Hemdcitos s&o células que circulam livremente na hemolinfa de invertebrados e desempenham importante
papel na defesa contra particulas estranhas, mediante mecanismos de fagocitose, encapsulagéo e secrecdo de
peptideos antimicrobianos. Hemdcitos também sao importantes durante a embriogénese e na remodelagéo dos
orgaos durante a metamorfose, porque sao capazes de remover as células apoptoticas mediante a fagocitose.

Ribeiro dos Santos et al. mostraram que hemdcitos de triatomineos interagiam com o fragmento Fc de IgG
anti-heméacias de carneiro. Gutierrez et al. detectaram a reatividade de soros chagasicos com estruturas do intestino
de T. infestans nao infectados, mediante a reagéo de imunofluorescéncia. Para explicar a razdo do reconhecimento,
levantou-se a hipétese de que T. cruzi poderia ter incorporado alguns antigenos do vetor. Nascimento et al. relataram
que anticorpos contra glandulas salivares de T. infestans estavam presentes em altos niveis em soros de pacientes
chagasicos e nao chagasicos que viviam em zona endémica.

As pesquisas de nosso grupo* mostram que hemdcitos de triatomineos compartilham epitopos com
tripomastigotas de T. cruzi, mas ndo com epimastigotas. Esta hipotese é sustentada pelas seguintes observacgdes:
e Hemdcitos de triatomineos nao infectados reconhecem soros de pacientes chagasicos mediante a reagéo de

imunofluorescéncia. A reagédo de Dot-ELISA permitiu evidenciar o mesmo reconhecimento, quando se utilizou
saliva de T. infestans.

o Este reconhecimento esta disperso entre as espécies hematoéfagas, com grau variado de sensibilidade, o que
nao ocorre quando se utilizam hemdécitos de outros insetos.

e Quando submetidos a immunoblotting, utilizando-se como antigenos extratos de hemdcitos, soros de pacientes
tratados com sucesso apresentam perfil diferente, depois do tratamento, em comparagao com o perfil apresentado
antes do tratamento. Estes soros foram em ambos os casos absorvidos com tripomastigotas e epimastigotas. Um
numero consideravel de bandas desapareceu nos soros tratados com tripomastigotas, mas ndo com epimastigotas.
Proteinas de 61-70, 41-50, 31-40 e 21-30 kDa foram as envolvidas no processo de absorgao. Apos a quimioterapia,
as bandas de 121-130, 91-100, 81-90 e 61-60 kDa desapareceram nos soros nao absorvidos.

e Areacao de lise mediada por complemento, quando realizada com hemdacitos, apresenta perfil semelhante ao
da reagéo, quando realizada com tripomastigotas livres de anticorpos.

e Camundongos imunizados com extratos de hemdcitos e submetidos ao desafio com formas tripomastigotas
apresentam menor mortalidade e alta taxa de sobrevivéncia do que o grupo controle.

A questdo que se levanta é se o ciclo biolégico de T. cruzi estabeleceu-se por causa da existéncia prévia
dessas relagdes, ou entdo, o parasita foi geneticamente se adaptando as condicées adversas encontradas nos seus
hospedeiros para a sua propria sobrevivéncia.

*Elizabeth Visone Nunes Westphalen (IAL); Angela Maria Lourenco (IDPC); Helena Hilomi Taniguchi (IAL); Abilio
Augusto Fragata (IDPC).
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O INICIO DESDE O INiCIO: A MAQUINARIA DE PRE-REPLICAGAO EM DIFERENTES ORGANISMOS
Patricia Diogo de Melo GODOY", Simone Guedes CALDERANO', Maria Carolina ELIAS"

"Instituto Butantan. Departamento de Parasitologia.Sdo Paulo. SP. Brasil.
*carol@butantan.gov.br. Av. Vital Brasil, 1500 Butant&-SP/Brasil CEP 05503-900. Tel: (11) 3726 7222 (2158).

Resumo

Areplicacdo do DNArequer precisao e especificidade. Para garantir este controle, a célula utiliza dois elementos
genéticos: uma sequéncia de nucleotideos, na qual a duplicagdo do DNA inicia-se, € uma molécula, ou um complexo
proteico, capaz de reconhecer esta regido do DNA como uma origem de replicagdo. Em leveduras e em metazoarios,
a origem de replicagao é reconhecida por um complexo de pré-replicagdo composto por um heterohexadmero ORC,
formado por seis proteinas Orc1-Orc6. O complexo ORC recruta as moléculas Cdc6 e Cdt1, que juntas recrutam o
complexo MCM, composto por seis subunidades, que apresenta atividade de helicase e é fundamental para replicacéo
do DNA. Em Archaea, a origem de replicagéo é reconhecida por apenas uma proteina homadloga tanto a Orc1 quanto
a Cdc6, Orc1/Cdc6, que recruta o complexo MCM. Na maioria dos representantes de Archaea, o complexo MCM
apresenta-se como um homohexamero, formado apenas por uma subunidade de MCM. Em Trypanosoma cruzi,
o complexo de pré-replicagdo também é composto por uma molécula Orc1/Cdc6. Em seu genoma, no entanto,
encontram-se as seis subunidades de MCM. Estes dados demonstram que T. cruzi apresenta uma maquinaria de
pré-replicagdo mais complexa que a de Archaea, porém mais simples que a dos demais eucariontes.

Palavras-chave: Maquinaria de pré-replicacdo, ORC, Cdc6, Cdt1, MCM e Trypanosoma cruzi.

The beginning from beginning: the pre-replication machinery at different organisms

Abstract

DNA replication requires extreme precision and specificity. To achieve this control, a cell carries two specific
genetic elements. A DNA region, where DNA replication starts, and a molecule, or a complex of molecules, that
recognizes this DNA region as replication origin. In unicellular eukaryotes, such as yeast, and in metazoans,
the replication origin is recognized by a pre-replication complex composed by the heterohexamer ORC (Origin
Recognition Complex) that contains six proteins named Orc1-Orc6. Once bound to DNA, ORC recruits Cdc6 and
Cdt1 and these molecules together recruit the helicase component named MCM (mini-chromosome mainteinance),
composed by six different subunits and fundamental for DNA replication. In archaea, the replication origin is
recognized by just one protein, which is homologous to Orc1 and Cdc6, named Orc1/Cdc6 and recruits the
helicase component. In the most of archaea species the MCM is a homohexamer composed by just one Mcm
subunit. In Trypanosoma cruzi, the pre-replication complex is also composed by one molecule, Orc1/Cdc6. In it
genome, however, there are sequences similar to the six MCM subunits. These data show that T. cruzi present
a pre-replication machine more complex than archaea, but simplest than the other eukaryotes.

Key-Words: pre-replication machinery, ORC, Cdc6, Cdt1, MCM e Trypanosoma cruzi.
Introdugéao
A replicagdo do DNA ¢é organizada em multiplos passos que compreendem os processos de iniciagao,

alongamento e reparo. O processo de iniciagdo é caracterizado pela associacdo de uma série de proteinas ou
complexos (maquinaria de pré-replicacédo) a sequéncias de DNA denominadas origens de replicagao.
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As origens de replicacao sdo sequéncias especificas de DNA, que podem variar em tamanho, em quantidade
e em sequéncia entre os organismos'. Apesar de muito distintas, as sequéncias ja descritas das origens de replicagao
apresentam regides ricas em bases A e T e pequenas sequéncias invertidas que podem formar estruturas que sao
reconhecidas pelo complexo de pré-replicagdo?.

Em eucariontes, o complexo de pré-replicacéo é formado por um complexo ORC, as proteinas Cdc6, Cdt1
e o complexo MCM. Todas as proteinas, com excegéao da proteina, Cdt1 sdo membros da familia de proteinas AAA*
ATPases®. Esta familia de proteinas é assim definida por apresentar, em suas sequéncias, os motivos Walker A e
Walker B (ligagdo de ATP/GTP) e as regides sensor | e |, que estéo envolvidas na hidrolise de ATP#°. As atividades
de ligagao e hidrolise de ATP sédo fundamentais para regular a selegao das sequéncias especificas de DNA (origens)
e garantir a estabilidade dos complexos durante os eventos que precedem a replicagao®’.

A formacéo do complexo de pré-replicacdo se da com o recrutamento do complexo proteico ORC (Origin
Recognition Complex), formado em leveduras e metazoarios por seis proteinas Orc1-Orc68. Estas proteinas
reconhecem as origens de replicagéo e recrutam a proteina Cdc6 (Cell division cycle). O complexo ORC junto com a
proteina Cdc6 recrutam a proteina Cdt1 e o complexo MCM (minichromosome maintenance), sendo que este ultimo
apresenta atividade de helicase e permanece associado ao DNA durante toda a replicacao®. Uma vez que estas
proteinas estejam agrupadas nas origens, estas se tornam licenciadas, ou seja, prontas para que as outras proteinas
que participam da sintese de DNA possam atuar'".

As proteinas dos complexos ORC e MCM sao muito conservadas e ja foram descritas em Archaeas,
protozodrios, leveduras, metazoarios e humanos™. Ortdlogos das proteinas Cdc6 e Cdt1 nem sempre foram
encontrados, como acontece em Archaeas, sugerindo que a participagao destas proteinas em alguns organismos
€ dispensavel, ou ainda, que outras proteinas especificas (identificadas ou ndo) desempenham estas fungdes em
alguns organismos.

Nesta revisao iremos apresentar os componentes da maquinaria de pré-replicagéo, incluindo os dados obtidos
por nosso grupo, para as proteinas da maquinaria de pré-replicacao do Trypanosoma cruzi, agente etiologico da
Doenca de Chagas.

ORC (Complexo de Reconhecimento da Origem de Replicagio)

O complexo ORC' é um heterohexamero composto pelas subunidades Orc1-Orc6 que age como iniciador
das origens de replicagdo. Nos ultimos anos, um consideravel progresso tem sido feito na compreensao das
proteinas do complexo ORC e suas fungdes, particularmente na identificacdo e caracterizagdo de analogos de
ORC em muitos organismos.

Como citado, em leveduras e em metazoarios, o ORC consiste em seis proteinas: Orc1-6. Em leveduras
as proteinas do complexo ORC sao apresentadas com as seguintes massas moleculares: Orc1 (120KDa),
Orc2 (71 KDa), Orc3 (62KDa), Orc4 (56 KDa), Orc5 (53 KDa) e Orc6(50KDa)'. Estas proteinas contém em
sua sequéncia o dominio AAA*ATPase. As proteinas do complexo ORC apresentam também um outro dominio
funcional, winged helix (WH). Este dominio esta presente em muitos fatores de transcrigao e permite a interagao
da proteina com DNA'™.

As Archaeas representam um terceiro dominio da vida e, embora procariotos, sdo muito distintos das bactérias.
A determinagédo das sequéncia de muitos genomas destes organismos tem demonstrado que a maquinaria de
replicacao é mais parecida com a dos eucariontes do que com a maquinaria de bactérias'®®. De fato, estes organismos
apresentam alguns dos componentes do complexo de pré-replicagao presente em eucariontes'. Embora Archaeas
nao tenham as seis proteinas do complexo ORC, estas apresentam uma ou mais proteinas cujas sequéncias sao
muito similares a Orc1 e Cdc6, e sdo, por isso, comumente chamadas de Orc1/Cdc6'®?2. O papel de Orc1/Cdc6
nestes organismos também parece ser o reconhecimento da origem e a ancoragem do complexo MCM ao DNA. As
estruturas tridimensionais de Orc1/Cdc6 de duas espécies de archaeas também mostram um dominio AAA*ATPase
e o dominio winged helix (WH), que sdo conservados em Orc1 e Cdc6?.
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Nossos estudos em relagdo a maquinaria de pré-replicagdo nos tripanossomas mostraram, por meio de
analises do genoma destes parasitas, que estes organismos ndo contém sequéncias que codificam para todas as
subunidades do complexo ORC, ou a proteina Cdc6. Ao invés disto, T. cruzi parece similar as espécies de Archaeas,
pois possui um Unico gene que codifica uma proteina semelhante a Orc1 e Cdc6, que foi anotado como Orc1?* e cuja
proteina foi por nés denominada Orc1/Cdc6.

A proteina Orc1/Cdc6 do Trypanosoma cruzi apresenta atividade ATPase e, efetivamente, faz parte do
complexo de pré-replicagdo, pois foi capaz de substituir a proteina Cdc6 em mutantes de leveduras. No entanto, a
proteina Orc1/Cdc6 de T.cruzi ndo foi capaz de substituir a proteina Orc1 dos mutantes de levedura?s. A auséncia de
complementagao de Orc1 por Orc1/Cdc6 pode ser devido ao pequeno tamanho da Orc1/Cdc6 de T. cruzi (49KDa)
em relagéo a Orc1 de levedura (120KDa), ou ainda pode ser que a Orc1/Cdc6 de T. cruzi nao tenha identificado com
especificidade a sequéncia da origem de replicacdo das leveduras.

Cdc6 (Proteina de Divisao do Ciclo Celular)

A proteina Cdc6 (Cell division cycle) foi primeiramente descrita em um screening para obten¢do de mutantes
de S. Cerevisiae que alteravam o ciclo celular, dai sua denominag¢édo?. Cdc6 € membro da familia das AAA*ATPases
e é altamente relacionada com as proteinas do complexo ORC, mais especificamente, muito similar em sequéncia a
proteina Orc1%”. Cdc6 tem um papel crucial no agrupamento do complexo de pré-replicagao, pois, juntas ORC, Cdc6
e Cdt1 recrutam o complexo MCM para as origens de replicagéo.

Estudos com a proteina Cdc6 mostram que sua fungao na replicacéo é dependente da sua capacidade de ligar e
hidrolisar ATP%. Mutagdes nos motivos Walker A ou Walker B de Cdc6 fazem com que haja uma inibigao da replicagio?*°.

Em leveduras e em metazoarios muito conhecimento foi gerado mostrando as interagdes entre as proteinas
do complexo ORC, Cdc6 e MCM, bem como as interagdes destas proteinas com DNA (10). No caso de Archaeas e
do T. cruzi, onde encontramos somente uma proteina similar a Orc1 e a Cdc6, muitos estudos precisam ser feitos
para definir melhor estas interagdes. Ao que parece, o dominio WH de Orc1/Cdc6 é o responsavel pela ligagdo ao
DNA (reconhecimento da origem), que € uma fungdo de ORC e n&do de Cdc6. Ja a presenca do dominio AAA*ATPase,
de ligacéo e hidrdlise de ATP (motivos Walker A e B), pode estar tanto relacionado a fungéo de Orc1 quanto a de
Cdc6, explicando, entao, a eficiéncia da replicagdo no T. cruzi, mesmo na auséncia de Cdc6. De fato, em Archaeas,
como as seqliéncias das origens ja foram determinadas, foi possivel demonstrar a interacdo destas proteinas no
reconhecimento das origens®'-32,

Uma outra abordagem utilizada no estudo das proteinas do complexo de pré-replicagao diz respeito ao
controle dos mecanismos que antecedem a replicagao, a fim de garantir que a célula s6 replique o DNA uma vez a
cada ciclo celular. Uma vez que ORC, Cdc6, Cdt1 sao responsaveis por recrutar o complexo MCM para o DNA, mas
ndo sdo importantes para a continuidade do processo®, inibir a expressao ou atividade destas proteinas no final de
G1 representa, efetivamente, bloquear a re-replicagdo do DNA3.

Em leveduras, as subunidades de ORC s&o ligadas a cromatina durante todo o ciclo celular'’, mas Cdc6 é
fosforilada por kinases especificas (CDKs) e sdo degradadas por protedlise na transicdo G1-S%. Em mamiferos Orc1
é degradada na fase S por poliubiquitinagédo que é dependente de CDK*. No T. cruzi, verificamos que a proteina Orc1/
Cdc6 encontra-se no nucleo e interage com DNA em todas as fases do ciclo celular®. Nos especulamos que nestes
organismos a restricdo da replicagdo nao é devido a localizagdo ou a auséncia da interagéo de Orc1/Cdc6 com o
DNA. Assim, a restricao da replicacao a fase S do ciclo celular deve ser devido a modificagdes pos-traducionais em
Orc1/Cdc6, ou mudancgas na expressao/localizagao do complexo MCM durante o ciclo celular ou, ainda, a agdo de
outras proteinas nao identificadas.

Cdt1

Como citado, em eucariontes Cdt1 chega a origem de replicagéo logo apos a ligagado de Cdc6 ao complexo
ORC. Cdt1 juntamente com Cdc6 sdo responsaveis pelo recrutamento do complexo MCM'™. Diversos estudos tém
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mostrado que Cdt1 interage fisicamente com as MCMs em diferentes organismos®-°, evidenciando assim sua
importancia no transporte destas proteinas a origem de replicagao.

Diversas buscas por sequencias ja anotadas na base de dados do genoma do T. cruzi (http://www.tigr.org/
tdb/e2k1/tca1/) ndo foram capazes de identificar a proteina Cdt1 neste organismo nem em Archaeas. Nosso grupo
também procurou Cdt1 entre as sequencias ndo anotadas de T. cruzi utilizando o programa BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool). A sequéncia de nucleotideos de Cdt1 de Saccharomyces cerevisiae (I6cus YJR046W),
também denominado TAH11, foi utilizada para busca de sequencias similares no genoma de T. cruzi e nenhuma
sequencia para Cdt1 foi encontrada.

MCM (Complexo de manutengao do minicromossomo)

O complexo MCM é composto por seis diferentes subunidades denominadas de Mcm2 a Mcm7 e é o ultimo
componente a se estruturar no complexo de pré-replicagdo durante sua formagao'®. Seu recrutamento é dependente
da ligacdo sequencial de Cdc6 e Cdt14' e da hidrélise de ATP mediada pelo complexo ORC e Cdc64%43,

O heterohexdmero MCM tem forma de anel e é capaz de envolver o DNA, tanto simples fita quanto dupla
fita. Através da sua atividade de helicase, permite a abertura da dupla fita de DNA durante o processo de replicagéao.
Todas as subunidades do complexo MCM apresentam o dominio conservado de AAA* ATPase, cuja fungéo de ligagao
e hidrélise de ATP é requerida para a atividade de helicase do complexo MCM#*. As subunidades Mcm2- Mcm?7
sdo muito conservadas entre os eucariontes, estando presente ja desde o ultimo ancestral comum (Last Common
Eukaryotic Ancestor - LCEA)*.

Na maioria das Archaeas apenas uma subunidade de MCM é encontrada e forma um homohexamero
em forma de anel, que é capaz de envolver DNA dupla e simples fita e que apresenta atividade de helicase. Esta
subunidade também apresenta o dominio conservado de ATPase que ¢ indispensavel durante a abertura da dupla
fita de DNA?*. Neste organismo, que ndo possui Cdt1, o recrutamento do complexo MCM a origem de replicagéo
parece ocorrer por meio de Orc1/Cdc6*”. Em Sulfolobus solfataricus, que possui trés Orc1/Cdc6 denominadas de 1 a
3, foi observado que ha interagédo destas Orc1/Cdc6s com o complexo MCM, porém estas interagbes apresentaram
acbes antagdnicas. Enquanto Orc1/Cdc6-2 interage com MCM ligando-a ao DNA, as outras duas, Orc1/Cdc6-1 e 3,
interagem com MCM retirando-a do DNA. No entanto, 0 mecanismo que leva Orc1/Cdc6-1 e 3 a garantir a auséncia
de interacdo entre MCM-DNA n&o esta elucidado®.

No genoma de T. cruzi sdo encontradas 10 sequencias para o complexo MCM que nao estéo identificadas
pela numeracéo de 2 a 7. A fim de identificar as subunidades do complexo MCM de T. cruzi, um alinhamento de
multiplas sequencias de aminoacidos foi feito utilizando as sequencias do complexo MCM de Saccharomyces
cerevisiae e de T. cruzi no programa ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/). O resultado deste alinhamento
esta demonstrado na forma de filograma na figura 2, onde é possivel notar que T. cruzi possui as seis subunidades
de MCMs. Estas seqliéncias também foram submetidas a analises de dominios conservados (http://www.ncbi.nim.
nih.gov/sites/entrez?db=cdd) e todas apresentam o dominio conservado de AAA* ATPase.

Como ja dito anteriormente T. cruzi ndo apresenta Cdt1, portanto é possivel que o recrutamento do complexo
MCM a maquinaria de pré-replicagéo ocorra diretamente via Orc1/Cdc6, assim como em archaea, ou mesmo através
de uma proteina Cdt1 like ainda nao identificada.

Consideragées Finais

Os complexos de pré-replicacdo encontrados em Archaea, T. cruzi, leveduras e metazoarios estao
esquematizados na figura 2. E possivel que a presenca de um maior numero de moléculas para desempenhar a
mesma fungdo em eucariontes favoreca uma maior rede de controle para a replicagdo do DNA. Alternativamente, ou
concomitantemente, é possivel que com um maior numero de moléculas, esta maquinaria de pré-replicacéo possa
ter adquirido novas fungdes em leveduras e metazoarios. Estudos futuros devem esclarecer a razdo da maquinaria
de pré-replicagao ganhar complexidade ao longo da evolugéo.
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Figura 1: Filograma resultante do alinhamento de multiplas sequiéncias de aminoacidos das MCMs de Saccharomyces cerevisiae
e Trypanosoma cruzi no programa Clustal W. Em vermelho estdo destacados os I6cus das MCMs de T. cruzi correspondentes as
sequencias de aminoacidos alinhadas.
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Figura 2: Esquema da maquinaria de pré-replicagao nos diferentes dominios
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Resumo

Descricéo detalhada do processo de musealizacdo de dados histéricos de Saude Publica, sua trajetéria
museografica e a conclusao expografica para a exibigdo ao publico. Trés foram os temas das séries de exibi¢des: 1
- “Descrigéo de Paracoccidioides brasiliensis, por Dr. Adolpho Lutz, em 1908”; 2 - “Descoberta do agente patogénico
do Mal de Chagas, Trypanosoma cruzi, por Dr. Carlos Justiniano Ribeiro das Chagas, em 1909”; 3 - “Descoberta
do agente patogénico da Leishmaniose Tegumentar Americana, Leishmania brazilliensis, por Dr. Adolpho Carlos
Lindenberg, em 1909”. Inimeras reunides foram feitas com especialistas em cada uma das areas das patologias, para
se estabelecer os rumos das exposicdes. A partir delas, estratégias expograficas foram estabelecidas para apresentar
os temas a todas as tipologias de publico (profissionais da saude, leigos e pessoas com necessidades especiais de
todos os tipos). Exaustiva pesquisa histérica sobre os temas moldou o teor das exibicbes. Documentos originais,
fontes tipograficas, fotos esmaecidas e objetos de época foram adicionados aos estudos para que, na elaboragéo
expografica, todos os elementos culminassem com a ambientagdo que formasse uma linguagem nao verbal da época
das descobertas. Foram expostos, ao todo, quatorze pésteres, aparelhos e instrumentos cientificos. Uma vez que o
MuslAL é um Museu que faz parte do Sistema Estadual de Museus de Sao Paulo, com foco em Museus Acessiveis,
para as pessoas que apresentam deficiéncias, confeccionaram-se inUmeros objetos, em moldes plasticos (réplicas
ampliadas de laminas de microscépio, tecidos, vetores e agentes patogénicos), a fim de serem manuseados.

Palavras-Chave: Museografia, Histéria da Ciéncia, Saude Publica, Acessibilidade

Abstract

Detailed description of the historic dates on Public Health musealization; its museographic trajectory
and expographic conclusion for public exhibition. The subjects of a three exhibits series were: The Centennial
Commemorations of: 1 - “Description of Paracoccidioides brasiliensis, by Dr. Adolpho Lutz, in 1908”; 2 - “Discovery of
the pathogenic agent of Chagas Disease, Trypanosoma cruzi, by Dr. Carlos Justiniano Ribeiro das Chagas, in 1909”;
3 - “Discovery of the pathogenic agent of American Tegumentar Leishmaniosis, Leishmania brazilliensis by Dr. Adolpho
Carlos Lindenberg, in 1909”. Many meetings with experts on each pathologic area had place for the coordination of
the exhibition settings. From that, expographic strategies were casted to present the theme to all kind of public (health
professionals, laic and handicapped persons of all kinds). Historical researches on the themes were exhaustedly done
to set the exhibition purposes. Original documents; old times printing types, faded photos and antique objects were
added to the studies, with the purpose to elaborate the expography to culminate with a non-verbal language, that could
send the visitor to the discoveries epoch atmosphere. Scientific instruments and equipments were exhibited close
by fourteen posters at all. Since MuslAL is a part of “Sistema Estadual de Museus de Sao Paulo”, and its focus is on
Accessible Museums, for people that presents some kind of physical or mental deficiency, the MuslAL professionals
manufactured many touchable biological objects, casts, plastic molds (biological art replicas from microscope slides;
live tissues; disease vectors and pathogenic agents).

Key Words: Museology, History of Science, Public Health, Accessibility
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Introdugéao

A Museologia € ciéncia que vem se expandindo desde as ultimas décadas do século XX. O que até entédo era
feito morosamente, por meio de documentos em base de papel, intercambiados via correio, através de instituicoes,
colecionadores, pesquisadores de areas especificas, nos ultimos anos passou a ser uma alucinante troca de
informagdes em tempo real, através de inUmeros e-mails, telefonemas, informagdes em pen drives, CDs, DVDs,
messenger, skype... O intercAmbio de figuras, os direitos autorais, as permissdes e proibicdes se tornaram agdes
corriqueiras e, por vezes, facilmente superaveis, sendo que, muito raramente, entra-se, hoje, no campo da justica
editorial e autoral.

Assim, se a troca de informacdes ficou facilitada e até banal, a concretizagao da exposigao continua a ser o maior
entrave para a inauguracao e continuidade da mesma. A virtual turbuléncia causada pela velocidade da troca de informagoes,
em todos os niveis, ndo foi e ndo sera acompanhada na mesma velocidade pela execugéo das a¢gdes museograficas nos
prazos convenientes € nem com as regras expograficas condizentes com a museologia plenamente correta.

Dentre os tipos de mostras possiveis, existem as de curta, média e longa duragéo. Curta, de trés a seis meses;
média, de seis a doze meses; e longa, acima de um ano. No caso das exposi¢des aqui descritas, o prazo foi de um ano
para cada uma delas, condizendo com o ano do Centenario comemorado, tendo, assim, comec¢o, meio e fim preé-definidos.

O tema a ser contemplado pela exibicado, o espago expositivo disponivel e o publico alvo determinam o eixo
que orienta a expografia. Neste caso, os temas abordados foram especificos de Histéria da Ciéncia e Saude Publica
e se ativeram a comemoracado de Centenarios de grandes descobertas e descricbes de enfermidades, feitas por
pesquisadores brasileiros, verdadeiros luminares da medicina em suas épocas.

A pesquisa de campo no processo museoldgico em areas tdo especificas como micologia, parasitologia,
patologia, imunologia depende muito de reuniées com pesquisadores especialistas nos assuntos a serem tratados.
E, num segundo momento, da busca de material grafico (hemeroteca, artigos cientificos publicados, resumos de
congressos, desenhos cientificos), relatérios de época, documentos histéricos (correspondéncias trocadas entre os
pesquisadores, agendas de laboratério, tabelas, graficos) e, muitas das vezes, da comunicacao pessoal.

Até que se estabeleca uma data para dar inicio a concretizagdo da exibigdo, um acumulo de anotagdes,
lembretes, figuras fazem parte do cotidiano das pessoas envolvidas no processo criativo da expografia.

Nos casos aqui descritos, houve participagao de pesquisadores do Centro de Parasitologia e Micologia (antigo
Servigo de Parasitologia), Nucleo de Parasitoses Sistémicas (antiga Secao de Parasitoses Sistémicas (da antiga
Divisao de Biologia Médica) e Centro Planejamento e Informacgao (antigo Servigo Basicos) do Instituto Adolfo Lutz,
em sua sede em Sao Paulo, Capital.

Os temas das trés séries de exibigdes foram:

1. “Descrigdo de Paracoccidioides brasiliensis, por Dr. Adolpho Lutz, em 1908”, inaugurada em 1° de abril de 2008;

2. “Descoberta do agente patogénico do Mal de Chagas , Trypanosoma cruzi, por Dr. Carlos Justiniano Ribeiro das
Chagas, em 1909”, inaugurada em 12 de maio de 2009;

3. “Descoberta do agente patogénico da Leishmaniose Tegumentar Americana, Leishmania brazilliensis, por Dr.
Adolpho Carlos Lindenberg, em 1909”, inaugurada em 12 de maio de 2009.

Materiais e Métodos

Nas trés exibigdes foram utilizados posteres em base de papel-lona, com impressao colorida, nas dimensbes
1m de largura por 1,5m de altura. Cores de fundo e de detalhes, fontes tipograficas, seus tamanhos, molduras para
fotos, tonalidades de figuras (esmaecidas ou viradas em sépia), dando impressao de serem antigas foram detalhadas
para formar um conjunto condizente com a época das grandes descobertas.

Praticaveis serviram de bases para objetos tridimensionais, que foram acondicionados em caixas envidragadas
de antigas balancas de laboratério, que se prestaram para a apresentagédo de objetos museais de maior valor, em
vitrinas seguras. (Tais balangas deixaram de ser utilizadas em seus laboratérios de origem, por estarem com seus
mecanismos comprometidos por avarias e por falta de pecgas, estas, insubstituiveis).
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Foram criados inumeros objetos representativos de agentes patogénicos e seus ciclos de vida, os
vetores e, no caso do Mal de Chagas, dois funcionarios confeccionaram uma réplica de “casa de pau-a-pique”,
a “cafua”, nas devidas proporg¢des, com inumeros “barbeiros dessecados” incluidos em suas rachaduras. Alguns
animais (marsupiais e mamiferos) taxidermizados foram emprestados pela Seg¢do de Virus Transmitido por
Artrépodes (Atual Nucleo de Doencas de Transmisséo Vetorial) e apresentados como exemplos de reservatorios
de Leishmania.

Um sem numero de réplicas biolégicas foram produzidas com massa de biscui, argila e papel maché para
fazerem parte do material manuseavel, que fica sempre a disposi¢cao dos visitantes e fazendo parte do material
acessivel para portadores de deficiéncias ou de alguma necessidade especial de aprendizado. Esse material passou
a fazer parte do Programa “Dr. Sabidinho”, do MuslAL, para efeito de itinerancia do Museu.

Esse método de aproximagédo com o publico visitante tem trazido muitos frutos, uma vez que o Museu
passa a ser um local visitavel por qualquer pessoa que queira se informar, deixando, assim, de ser um local
classificado como “inclusivo” (esta palavra utilizada sem o devido cuidado pode levar o visitante portador de
alguma necessidade especial a se sentir “diferente” do grande publico e a se sentir observado e avaliado por outros
que ali estdo. Na realidade “inclusdo”, na maior parte das vezes, é considerada como sindnimo de “exclusao”.
No MuslAL da-se preferéncia a apresentar todos os itens para “qualquer tipo de visitante”, sem excegao ou
preferéncia). Esse método de apresentagao tem sido avaliado (Fundagao Dorina Nowill para Cegos, Museus
Acessiveis, RINAM — Rede de Informacgéo de Acessibilidade em Museus) e, depois, incentivado pelas entidades
especializadas no atendimento a essa comunidade de pessoas com deficiéncias, que utilizam a exibicdo do
MuslAL (APAE, PEPA...).

Discussao

O final do século XIX e inicio do século XX foram excepcionalmente produtivos para a Histéria das Ciéncias
Médicas em todos os continentes interligados pelas pesquisas de ponta e por seus luminares. A Europa foi o criadouro
das maiores mentes exploradoras em todas as areas do conhecimento humano.

O Brasil teve a ventura de importar varias dessas mentes brilhantes para fazer parte de suas Universidades
e Institutos de investigagao basica e aplicada nas areas biologicas, com énfase sobre a Medicina e a Saude Publica.
Somente esse fato ja foi extremamente importante para a formacao de inumeros investigadores brasileiros que,
depois, se projetaram nas suas especialidades. Seria injusto citar alguns deles em detrimento de outros. Porém,
neste relato, pelo seu teor, fixaremos os nomes de trés vultos dessa Historia: Adolpho Lutz, Carlos Justiniano Ribeiro
das Chagas e Adolpho Carlos Lindenberg.

Biografias entrelagadas pela Histoéria

Adolpho Lutz

Adolfo Lutz nasceu no Rio de Janeiro, RJ, em 18 de dezembro de 1855.
Cedo, ainda crianca, foi para a Suiga, de onde seus pais eram originarios. Fez os
cursos secundario e superior em Berna, na Suiga, e formou-se em Medicina em
1879. Complementou sua formacgao frequentando laboratérios e Universidades
de Viena, Leipzig, Praga, Paris, Londres e Hamburgo.

Em 1885, inicia seus estudos em Helmintologia e envia trabalhos para a
Alemanha, sobre Nematoides do porco e do homem. Para Leipzig, envia trabalho
para Revista de Veterinaria, sobre parasitas intestinais dos suinos.

Por seis anos exerceu a Clinica na cidade de Limeira, em S&o Paulo.
Seguiu para Hamburgo, para trabalhar com Unna, destacado dermatologista.
Regressando ao Brasil, foi convidado pelo governo inglés a dirigir o Hospital
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Kalihi, na Ilha de Molucai, no Havai, Estados Unidos (1891 a 1892), para investigar o problema da lepra. Ali, iniciou
estudos sobre moluscos que, anos mais tarde, Ihe deram base para investiga¢des sobre Schistosomose.

Em 1892, estava clinicando na California, Estados Unidos da América, mas, no ano seguinte, ja estava a
frente do Instituto Bacteriolégico de Sao Paulo, primeiro no género na América do Sul.

Coube-lhe o estudo e identificagao dos surtos de cdélera e de peste, bem como estabelecer a natureza tifoidica
das “Febres Paulistas”.

Em 1902, Adolpho Lutz se liga a grandes nomes da medicina brasileira, como: Emilio Ribas, Pereira Barreto,
Silva Rodrigues e Adriano de Barros, com os quais participa, juntamente com outros pacientes, de experimento
deixando-se picar por mosquitos provenientes de areas infectadas por febre amarela. O mal foi transmitido a trés
pessoas e, pela primeira vez, confirmaram-se as experiéncias norte-americanas de Havana.

Com Splendore, em 1907, estudou esporotricose. E, pouco depois, em 1908, assinalava, em Sao Paulo, os
dois primeiros casos de uma doenga de etiologia micética, a chamada Blastomicose sulamericana e que, hoje, muito
justamente, recebe o nome de “Doenca de Lutz”.

Dirigiu o Instituto Bacteriologico até 1908. Ali, orientou todo o rumo que a Higiene Paulista tomou.

A convite de Osvaldo Cruz, assumiu em 1908 a direcao de um setor do Instituto Sorumtherapico Federal
(Manguinhos), depois chamado Instituto Osvaldo Cruz, e permaneceu nesse cargo até a morte. No Instituto Osvaldo
Cruz empreendeu pesquisas sobre entomologia médica, helmintologia e zoologia aplicadas a medicina tropical. Para
estudar a malaria e outras doengas infecciosas, fez expedi¢des as florestas serranas do Estado de Sao Paulo, ao
rio Sdo Francisco e ao Nordeste.

Antes que a morte o levasse, em 6 de outubro de 1940, proximo dos 85 anos de idade, Lutz publicou duas
centenas de trabalhos cientificos nas mais diversas areas da Biologia, Historia Natural, Medicina e Veterinaria.
Dedicou-se profundamente ao estudo da micologia, entomologia médica, protozoologia e flora brasileira.

Ainda em 1940, com sua morte e em sua homenagem o Instituto Bacteriolégico passou a chamar-se
Instituto Adolfo Lutz.

Roteiro do estudo e descrigao da Paracoccidioidomicose

Em 1908, Dr. Adolpho Lutz relatou dois casos, em pacientes da Santa Casa de Misericordia de Sdo Paulo.
Isolou 0 agente causal (um fungo). Descobriu a existéncia de duas formas do mesmo (micélio e levedura), que
dependem de temperatura ideal para passar de uma forma para outra. Publicou suas observacgdes no “Brazil Médico”,
revista editada no Rio de Janeiro, afirmando ter conseguido o cultivo do parasito “semelhante a pele de um ratinho
branco” e considerou-o diferente do Coccidioides immitis, anteriormente descrito, em 1892, na Argentina, por Posadas
e Wernicke. Finalmente, reproduziu a doenga em cobaias.

Paracoccidioidomicose (PCM), Blastomicose Sul-americana, ou “Moléstia de Lutz + Splendore + Almeida” e
popularmente “Micose do Capim”, é a principal micose sistémica de carater endémico da América Latina.

De 1909 a 1912, Dr. Alfonso Splendore, microbiologista e patologista, estudou a Paracoccidioidomicose,
sob o ponto de vista clinico e experimental e publicou, na ltalia, monografia citando quatro novas observagoes,
acompanhadas de exames histopatolégico e micoldgico.

De 1927 a 1930, Drs. Floriano Paulo de Almeida e E. Souza Campos estudaram o agente etiol6gico mostrando
que este era diferente do Coccidioides, com o qual vinha sendo confundido.

Em 1930, Almeida criou novo Género dentro do Reino Fungi — Paracoccidioides, revalidando o nome da
espécie criada por Splendore (Zymonema brasiliense), passando a Paracoccidioides brasiliensis.

Em 1936, Ciferri e Redaelli colocaram o Género na Familia Paracoccidioidaceae, afastando-o mais ainda
do Género Coccidioides.

Em 1940, Simdes Barbosa rejeitou a denominag&o como invalida e ilegitima.

Em 1941/42, Conant e Howell Jr. propuseram o Género Blastomyces com duas espécies: B. dermatitides
e B. brasiliensis.
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Em 1946, Almeida demonstrou que era mais logico considerar o Género Paracoccidioides com as duas
espécies: P. dermatitides e P. Brasiliensis.

Finalmente, em 1971, Apds reuniao de micologos das Américas, em Medelin, Coldmbia, a Paracoccidioidomicose
ficou consagrada como nome da doenca.

Dr. Adolpho Carlos Lindenberg

Em 20 de abril de 1907, a administragdo da Santa Casa de Misericordia de
Sao Paulo indica o Dr. Adolpho Carlos Lindenberg para a Chefia do Ambulatério
de Moléstias da Pelle e de Syphilis. A partir desse fato se da a criagéo do Servigo
de Dermatologia paulista.

Lindenberg, nascido em Cabo Frio, Rio de Janeiro, em 12 de setembro
de 1872, se formou médico, em 1896, pela Faculdade do Rio de Janeiro.
Tornou-se um médico incansavel e vocacionado para a pesquisa cientifica. Ja
havia trabalhado para o Servigo Publico Federal no combate a peste bubdnica
e também com o Diretor do Instituto Bacteriolégico, Adolpho Lutz e Vital Brazil
Mineiro da Campanha. Nao satisfeito com sua formacgéo, economizou seus
parcos salarios e conseguiu ir para Europa. Estagiou em Berlim, Viena e Paris,
com figuras que eram destaque na dermatologia mundial, como os professores
Edmund Lesser, Gustave Riehl, Josef Jadassohn, Louis Brocq e Raymond
Sabouraud. Essa complementagao a sua formacao Ihe conferiu prestigio clinico e cientifico.

Tendo retornado ao Brasil, em 1906, fixou residéncia em S&o Paulo. Sua visivel inclinagédo para a liderancga
o levou a ser admitido na Santa Casa de Misericordia. Pouco depois, de sua indicagao para a Chefia, em 3 de maio
de 1907, Lindenberg deu o inicio ao funcionamento do Ambulatério de Moléstias da Pele e da Sifilis.

Naquela época, a instituicéo ja tinha servigos de cirurgia, clinica médica, pediatria e obstetricia.

De inicio ndo havia uma enfermaria de Dermatologia. Foi quando o doutor Ribeiro de Almeida, responsavel
pelo “2° Medicina de Mulheres”, permitiu, a partir de 1909, que metade de seus leitos fossem destinados a internagéo
de pacientes com problemas dermatoldgicos, as quais recebiam atenc¢ao de Lindenberg e seus assistentes. A criagéo
do “4° Medicina de Homens” veio depois, em 1914, e sua chefia foi entregue ao pioneiro, que criou, também, um
Laboratdrio Experimental anexo ao departamento.

Muito bem equipado, contribuiu para o0 avango dos conhecimentos, sobretudo em relagdo aos termos da medicina
tropical, época de expressivo crescimento, entre outras, da leishmaniose tegumentar americana e da paracoccidioidomicose.
Na segunda e terceira décadas do século XX, em atendimento e pesquisa, os primeiros colaboradores de Lindenberg
foram José Ataliba Ferraz Sampaio, Abilio Alvaro Martins de Castro e José Moacyr de Alcantara Madeira.

O ano de 1909 foi marcado por dois importantes acontecimentos, ambos protagonizados por Adolpho Carlos
Lindenberg: a identificagdo, em pacientes com “Ulceras de Bauru”, do agente de Leishmaniose Tegumentar Americana
que, posteriormente, foi denominada Leishmania brasiliensis e a individualizagdo, no Brasil, do principal agente do
Actinomicetoma exdgeno: Discomyces brasiliensis, hoje, denominado Nocardia brasiliensis.

Lindenberg contribuiu para o estudo do tratamento da hanseniase e, nos uUltimos anos de sua vida, procurando
um agente etioldgico viral, induziu a formacgao de bolhas, em animais de laboratério, com o soro de pacientes com
Pénfigo Foliaceo Endémico.

Também foi na Santa Casa de Misericérdia de Sao Paulo que Adolpho Lutz (1855-1940) deu inicio a historia
da Paracoccidioidomicose quando, em 1908, relatou os dois primeiros casos ai internados.

Histérico da evolugao da descrigao da enfermidade no mundo e trajetéria da descoberta do agente
Histérico no mundo
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Através de estudos de Paleomedicina, foram descobertas mumias com lesdes de pele e mucosas caracteristicas
da leishmaniose.

No século | d.C., aparecem os primeiros relatos e descri¢cdes das lesdes encontrados na literatura .

De 400 a 900 anos d.C., nas Américas, foram encontradas ceramicas pré-colombianas feitas pelos indios do
Peru. Tais representacdes apresentam mutilagdes de labios e narizes, caracteristicas da espudia, hoje conhecida
como leishmaniose cutadneo-mucosa.

Em 1885, o primeiro a observar o parasita do género Leishmania foi Cunningham, na india, em casos de
leishmaniose visceral.

Em 1895, na ltalia, Breda descreveu a moléstia em italianos provenientes de Sao Paulo.

Em 1903, Wright descreve a Leishmania tropica, a Leishmaniose do Velho Mundo.

Histérico no Brasil

Em 1827, a primeira referéncia de LTA no Brasil encontra-se no documento da Pastoral Religiosa Politico-
Geogréfica de 1827, citado no livro de Tello intitulado “Antiguidad de la Syfilis en el Peru”, onde ele relata a viagem de
Frei Dom Hipdlito Sanches de Fayas y Quiros, de Tabatinga (AM) até o Peru, percorrendo as regides do vale amazoénico.

Em 1855, Cerqueira observa a existéncia de moléstia da pele, identificando-a clinicamente como botéo de Biskra.

Em 1895, na Italia, Breda descreveu a moléstia em italianos provenientes de Sao Paulo.

Em 1909, no Brasil, a natureza leishmaniética das les6es cutaneas e nasofaringeas so6 foi confirmada, pela
primeira vez, por Lindenberg que encontrou formas de Leishmania, idénticas a Leishmania tropica (Wright, 1903), da
Leishmaniose do Velho Mundo, em lesdes cutaneas de individuos que trabalhavam nas matas do interior do Estado
de Sao Paulo.

Trés eventos ocorrem em 1911: Splendore diagnosticou forma mucosa da doenca; Gaspar Vianna, por
considerar o parasito diferente da L. tropica, o batizou de Leishmania braziliensis, ficando assim denominado o agente
etioldgico da “Ulcera de Bauru”, “Ferida Brava” ou “Nariz de Tapir”; Carini confirma as ideias de Vianna.

Em 1922, Aragao demonstrou, pela primeira vez, o papel do flebotomineo na transmissao da LTA.

Nos anos de 1939 e 40, Pessba descreve a LTA como doenga profissional da margem de mata.

Em 1958, Forattini encontrou roedores silvestres parasitados em areas florestais do Estado de Sao Paulo.

Até a década de 1970, os casos de LTA eram atribuidos a L. braziliensis. Com o aprimoramento das técnicas
de analise e a intensificagdo dos estudos ecoldgicos e epidemioldgicos, outras espécies foram descritas, sendo
registradas, até o momento, seis espécies causadoras da LTA.

Em 1993, a Organizagdo Mundial de Saude, considera as Leishmanioses como a 22 doenga causada por
protozoarios de importancia em Saude Publica.

Carlos Justiniano Ribeiro das Chagas

Carlos Justiniano Ribeiro das Chagas, nasceu na cidade de Oliveira,
oeste de Minas Gerais, em 9 de julho de 1879. No ano de 1897, ingressou na
Faculdade de Medicina do Rio de Janeiro.

Concluido o curso, em 1903, escolheu como tema de sua tese o
“Estudo Hematoldgico do Paludismo”. Foi seu primeiro contato com Oswaldo
Cruz, de quem recusou convite para permanecer em Manguinhos, por se
sentir atraido pela clinica.

Em 1905, realizou a primeira Campanha de Profilaxia Contra a Malaria,
em ltatinga, no interior de Sao Paulo.

Em 1906, ingressou nos quadros do Instituto Oswaldo Cruz (IOC), onde
trabalharia durante toda a vida.
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Em 1907, foi enviado por Oswaldo Cruz, junto com Arthur Neiva, para combater uma epidemia de malaria
em Xerém, na Baixada Fluminense.

Em fins de 1907, encarregado por Oswaldo Cruz, viajou, com Belisario Penna para Lassance, arraial as
margens do Rio Sao Francisco. Ali, a malaria devastava o acampamento dos trabalhadores da E. F. Central do Brasil.
Nesse lugar, instalou sua casa e seu laboratério.

Entre 1907 a 1909, no povoado, observou insetos hematéfagos, barbeiros, alojados nas paredes de pau-a-
pique das moradias e decidiu examina-los. Encontrou neles um novo parasito, que chamou de Trypanosoma cruzi
em homenagem a Oswaldo Cruz. Verificou que o parasito era patogénico para animais de laboratério e descobriu sua
presenga em animais domésticos. Paralelamente, Chagas, ja havia detectado nos habitantes da regiao alteragdes
patoldgicas inexplicaveis. Comegou entdo a pesquisar as ligagdes entre 0 novo parasito e a condigdo moérbida
daquela populagao.

Corria 0 ano de 1908, quando o Engenheiro Chefe Cornélio Homem Cantarino Mota pediu ao Diretor da Central
do Brasil, que providenciasse a ida de um especialista para a regido norte de MG, entre Silva Xavier e Pirapora, na
Bacia do S&o Francisco.

Oswaldo Cruz designou Carlos Chagas assistente do Instituto de Manguinhos e o enviou a Lassance, Norte
de Minas, para dirigir o combate a doenga que estava impedindo a construgdo da Estrada de Ferro. Carlos Chagas
foi para o local em 1908, acompanhado de Dr. Belizario Pena e do Dr. Bahia da Rocha. Instalou a sede do seu servigo
de profilaxia e tratamento da malaria num vagéo da estrada de ferro. Era esse o seu laboratério.

Na noite dessa primeira visita aconteceu algo muito marcante: uma longa conversa entre os doutores Cantarino,
Chagas, Belizario e Bahia. O registro do que foi conversado se pode encontrar na entrevista que Cantarino concedeu
ao reporter Luiz de Medeiros, publicada em maio de 1955 no suplemento intergrafico dominical da “Singra”, do “O
Estado do Parana”.

O engenheiro, que fora para 14 em 1902, sugeriu a Chagas que procedesse um estudo cuidadoso do
“barbeiro®, um inseto que talvez fosse causador de muitas moléstias. Contou, também, que o inseto vivia nas frestas
das choupanas de pau-a-pique, feitas de pau trancado e barreado, que chupava sangue de gente e de animais. Para
ele, “papo” e “idiotia do capiau” poderiam ter alguma relagédo com o “barbeiro”. Baseou sua opinidao no fato de haver
muito “papo” em casas “embarbeiradas®. Sabia que, numa sé familia, constituida de 11 pessoas, pai, mae e todos
os filhos eram “papudos”, que os filhos ndo nasciam “papudos” e se tornavam papudos depois.

Dr. Cantarino disse ao repodrter de “Singra” que fez, naquela palestra realizada, havia mais de 50 anos, no
acampamento a margem do Buriti Pequeno, a apresentagéao oficial do “barbeiro” a Chagas.

Chagas examinou os barbeiros e encontrou em seus intestinos formas flageladas de um protozoario, com
caracteristicas que o fizeram pensar que poderia tratar-se de um parasito natural do inseto de uma fase evolutiva
de Trypanosoma de vertebrado (Sagui). Ao examinar os parasitos encontrados percebeu serem novos para ciéncia.
Batizou-os, entao, de Trypanosoma cruzi, em homenagem ao mestre. A nota anunciando a descoberta foi redigida
em Manguinhos, em 17 de dezembro de 1908 e publicada na revista do Instituto de Doengas Tropicais de Hamburgo
(Archiff fur Schiffs-und Tropen-Hygiene), no inicio de 1909.

No dia 14 de abril de 1909, encontrou finalmente o parasito no sangue de uma crianga febril. Em nota prévia
publicada no Brasil Médico, uma das principais revistas médicas do pais, anunciou a descoberta: “Num doente
febricitante, profundamente anemiado e com edemas, com pléiades ganglionares engurgitadas, encontramos
tripanossomas, cuja morfologia é idéntica a do Trypanosoma cruzi. Na auséncia de qualquer outra etiologia para
os sintomas morbidos observados e, ainda de acordo com a experimentagao anterior em animais, julgamos
tratar-se de uma tripanossomiase humana, moléstia ocasionada pelo Trypanosoma cruzi, cujo transmissor € o
Conorrhinus sanguissuga’.

Berenice, uma menina de dois anos, era o primeiro caso daquela que seria considerada, a partir de entao,
uma nova doenca humana. O caso foi descrito na publicacéo nos Archiff fur Schiffs-und Tropen-Hygiene e no Bulletin
de la Société de Pathologie Exotique.
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Em 22 de abril, Brasil Médico publica a descoberta feita no norte de Minas. Na Academia Nacional Medicina,
Oswaldo Cruz leu o trabalho escrito por Chagas. A imprensa, entdo, deu a noticia como um dos maiores feitos do
Instituto de Manguinhos. Assim, em 22 de abril de 1909, descobriu, pela primeira vez, o parasito no sangue de um
ser humano: uma menina de trés anos, Berenice, em plena fase aguda.

Em julho de 1912, Carlos Chagas recebe o prémio Schaudinn para o melhor trabalho sobre protozoologia
como homenagem do Instituto de Doengas Tropicais de Hamburgo, na Alemanha. Mas, sua obra, nao se
restringiu a doenga que um dia levaria seu nome. Foi o0 primeiro a descrever as lesbes da medula 6ssea na
malaria, descobriu novos e importantes transmissores e revolucionou sua época ao afirmar que a malaria era
uma infecgdo domiciliar, 0 que provou posteriormente com o sucesso de suas campanhas. Ainda em 1912,
Chagas realizou uma expedi¢do ao vale do Amazonas, fazendo um completo levantamento médico-sanitario e
das condi¢des de vida dos habitantes daquela regiao.

Em 1917, assume a diregao do Instituto de Manguinhos.

Em 1918, foi chamado pelo governo brasileiro para chefiar a campanha contra a epidemia de gripe espanhola,
que assolava o Rio de Janeiro. Em seguida foi encarregado pelo presidente Epitacio Pessoa de elaborar um novo
cédigo para a Saude Publica. O novo regulamento, uma segunda reforma sanitaria, foi aprovado em 1919 e entrou
em vigor a partir de 1920. Criava o Departamento Nacional de Saude Publica (DNSP), em substituicdo a antiga
Diretoria Geral de Saude Publica (DGSP), responsavel pelos servigos sanitarios terrestres, maritimos e fluviais e
pelos servigos de profilaxia rural.

Em 1925, foi nomeado professor da Faculdade de Medicina do Rio de Janeiro. L3, criou a cadeira de moléstias
tropicais e estabeleceu as bases do estudo de higiene em nosso pais.

Em 9 de novembro de 1934, morre Carlos Chagas, aos 55 anos.

Concluséo

Muitos foram os aspectos que, ao serem abordados na exposigéo, tiveram um impacto nao esperado. Amaneira
de apresentacao dos painéis, juntamente com material tridimensional manuseavel, ndo fazia parte da tradigdo e dos
habitos dos funcionarios do Instituto.

Como o espago do Museu ¢é infimo, constituido de duas pequenas salas, que dificultam a permanéncia de
grande numero de pessoas, optou-se por fazer toda a exibigdo no espacoso sagudo do Edificio Central do Instituto.
Esse local é o de maior transito de pessoas, durante todo o dia, ndo ficando limitado a abertura e ao fechamento do
Museu. Houve muito interesse, tanto de servidores como de cidaddos que deambulavam pelo saguéo.

Durante todo o periodo de exibigdo, pessoas que traziam material para analise, paravam para observar fotos,
diagramas; ler os boxes explicativos dos painéis e interagir com as instalagdes tridimensionais que podiam ser tocados.

Percebeu-se um vivo interesse pela compreensao das duas enfermidades. Pessoas que se originavam
do interior de Sao Paulo e de outros Estados, dirigiam-se ao Museu para fazer perguntas mais aprofundadas
ou para dar depoimentos sobre pessoas de suas familias, ou elas mesmas, que eram portadoras de uma ou
outra enfermidade.

Dentro da compreensao museoldgica, museografica e de marketing pode-se confirmar que exibicoes desse
tipo, disponibilizadas ao publico e apresentadas em locais amplos e abertos, com alta frequéncia de transeuntes séo
as que mais atingem essa clientela flutuante, levando o fruidor da exibigdo a um aprendizado direto, principalmente,
com a possibilidade de interagcdo com as pegas apresentadas e com 0os museologos que organizaram a mostra.

Devido ao exposto, outras exibicbes do mesmo tipo e abertas no mesmo local serao realizadas para que se
forme a tradigdo de sempre enxergar novos conceitos e ensinamentos no saguao do Edificio Central do Instituto.
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